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Danes vedno več žensk v dnevih, ko imajo mesečno perilo, posega po higienskih tamponih. 
Tamponi so definirani kot masa bombaža ali sintetičnih vlaken (viskoze). Zasnovani so tako, 
da jih ženska med menstruacijo vstavi v nožnico in le-ti absorbirajo kri. V številnih 
raziskavah je bilo dokazano, da je pri uporabnicah higienskih tamponov večja možnost za 
pojav sindroma toksičnega šoka (angl. toxic shock syndrome, TSS), ki ga povzroča 
bakterijski eksotoksin, toksin sindroma toksičnega šoka (angl. toxic shock syndrome toxin-
1, TSST-1), ki ga izloča bakterija Staphylococcus aureus. Tamponi kot končni izdelek niso 
sterilni, zato je okužba z omenjeno bakterijo možna. Vendar pa za razvoj okužbe ni dovolj 
le prisotnost patogena na tamponu. K razvoju bolezni pripomorejo tudi drugi dejavniki 
bolezenskega trikotnika, kot je na primer okolje, katerega pogosto spregledamo. 
Mikrobiološko kakovost ustreznega tampona določa predpis farmakopeja, ki predpisuje 
odsotnost patogenih mikroorganizmov: patogenih bakterij Staphylococcus aureus in 
Pseudomonas aeruginosa ter oportunistične kvasovke Candida albicans. Reden nadzor 
kakovosti se vrši, vendar je skladen z vzorčnimi plani, ki predpisujejo analizo naključnega 
vzorca (Parsonnet, 1996; Weissfeld, 2010; Romo in Berenson, 2012; Cibulka, 1983; 
Scholthof, 2007; European Pharmacopoeia 8.0, 2013). 
V raziskavo smo vključili tampone iz viskoznih in bombažnih vlaken. Testiranje je potekalo 
na suhih in mokrih tamponih. V primeru suhih tamponov smo preučevali stabilnost 
inokuliranih patogenih mikroorganizmov v realnih pogojih shranjevanja tamponov, v 
drugem poskusu pa smo na tamponih, ki so bili inkubirani s fiziološko raztopino,  ugotavljali 
vpliv ostankov hranil v materialu tamponov na preživetje patogenih mikroorganizmov.  
1.1 CILJI NALOGE 
Namen magistrske naloge je bil dokazati vpliv okolja na preživetje patogena, ter potrditi ali 
v času od proizvodnje tampona do njegove dostopnosti končni uporabnici morebitni prisotni 
patogeni mikroorganizmi zaradi nizke dostopnosti hranil in vodne aktivnosti preživijo ali ne. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Predvidevamo da: 
• bo po koncu inkubacije na suhih tamponih zaradi nižje vodne aktivnosti večji upad 
števila živih mikroorganizmov kot v primeru tamponov z dodano fiziološko 
raztopino, 
• bodo mikroorganizmi dlje časa preživeli na tamponih iz bombaža, saj le-ti vsebujejo 
več hranil, 
• da je najmanj občutljiv mikroorganizem kvasovka Candida albicans, za katero 
pričakujemo najmanjši upad števila tako pri suhih kot pri mokrih tamponih. 
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2 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 HIGIENSKI TAMPONI 
Tamponi so definirani kot masa bombaža, umetnih vlaken in drugih absorpcijskih 
materialov. Zasnovani so tako, da jih ženska med menstruacijo vstavi v nožnico in le-ti 
absorbirajo kri. Tamponi imajo zanimivo zgodovino vse od antičnega časa, do danes. Svoje 
ime so dobili po francoski besedi »tamponi«, ki je nekakšen pokrov, ki so jih uporabljali za 
zaščito cevi topov in pušk pred umazanijo in vlago (Weissfeld, 2010). 
2.1.1 Zgodovina 
V 15. stoletju pred našim štetjem so egipčanske ženske uporabljale tampone iz papirusa. V 
5. stoletju pred našim štetjem je Hipokrat zapisal, da so ženske uporabljale tampone, 
narejene iz listov, ki so jih ovile okoli manjšega kosa lesa. Stari Rimljani pa so menda 
uporabljali volno. Čez stoletja so uporabljali tudi druge materiale, kot so papir (Japonska), 
rastlinska vlakna (Indonezija), gobe in travo (ekvatorialna Afrika). Kasneje pa so ženske 
uporabljale krpe za večkratno uporabo (Weissfeld, 2010). 
V prvi svetovni vojni so francoske medicinske sestre pri oskrbi ran opazile, da je celulozni 
material veliko bolj vpojen kot krpe. V zgodnjih 1920-ih je Kimberly Clark prvič predstavila 
sanitarne robčke, znamke Kotex. Ti robčki so za namestitev potrebovali pasove. Danes imajo 
vložki lepljivo podlogo, za lažjo namestitev, zaradi česar je pas nepotreben (Weissfeld, 
2010). 
Danes poznamo dve vrsti tamponov, in sicer digitalne tampone, ki ji vstavimo s prsti in pa 
aplikatorske tampone, ki jih v nožnico vstavimo s pomočjo aplikatorja, kar omogoča bolj 
higienično namestitev (Slika 1). Prvi digitalni tampon je leta 1929 razvil Dr. Earle Haas, ki 
je kasneje patent prodal Gertrude Tendrich, ki je ustanovila podjetje Tampax. Prvi 
aplikatorski tampon pa je razvila Dr. Judith Esser-Mittag, ki pa je svoj izum leta 1974 
prodala podjetju Johnson&Johnson. Prvi moderni tamponi so bili komercialno dostopni šele 
leta 1936 (Weissfeld 2010; Omar, 1998; Tosama, 2019).  
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Slika 1: Aplikatorski tampon, znamke Tampax (A) in digitalni tampon, znamke o. b. (B) (Weissfeld, 
2010) 
2.1.2 Tekstilna vlakna 
Danes za proizvodnjo uporabljajo predvsem bombažna in viskozna vlakna, ki pa se med 
seboj razlikujeta. V obeh primerih gre za celulozna vlakna, razlikujeta pa se v samem 
procesu pridobivanja in tudi v sestavi.  
 
Bombažna vlakna 
V preteklosti so se za proizvodnjo medicinskih pripomočkov, kot so gaze in povoji, 
najpogosteje uporabljala celulozna vlakna, bombaž. Bombaž tudi danes predstavlja enega 
pomembnejših materialov z dobro absorbcijo (Gupta, 2013). 
Bombažna vlakna so pridobljena iz semenske ovojnice različnih vrst rastline rodu 
Gossypium spp.. Sestavljena so iz številnih celuloznih vlaken, ki so med seboj povezana 
preko hidroksilnih skupin in vodikovih vezi. Hidroksilne skupine imajo veliko vlogo pri 
sami stopnji absorbcije. Kadar so te skupine proste, ali šibko vezane, se lahko povežejo z 
vodo. Kisikove vezi, ki so prav tako del bombažnih vlaken pa pripomorejo k fleksibilnosti 
bombažnih vlaken. Ta vlakna so precej dolga in so v 60 % v kristalinični obliki.Tekom 
kemičnih postopkov beljenja postanejo vlakna močno hidrofilna. Pred beljenjem je bombaž 
rumenkaste barve in maščoben, zaradi česar ima hidrofobne lastnosti in ne vpija tekočine. 
Po postopku česanja in beljenja dobimo puhasto, vati podobno strukturo. Beljenje je 
najpogosteje izvedeno z vodikovim peroksidom (H2O2), ki vključuje tudi uporabo 
natrijevega hidroksida (NaOH), ki vodikov peroksid nevtralizira. Temu sledi močno 
izpiranje, s čimer odplaknejo vse pesticide (European Pharmacopoeia 8.0, 2013; Cotton 
processing, 2021; Gupta, 2013). 
 
Posebna značilnost bombaža je tudi ta, da njegova struktura v povezavi z vodo postane še za 
približno 20 % močnejša. Ta lastnost je pomembna predvsem za materiale, pri katerih je 
pomembna dobra absorbcija in stabilnost (European Pharmacopoeia 8.0, 2013; Cotton 
processing, 2021; Gupta, 2013). 
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Viskoza je tako kot bombaž, celulozno vlakno. Čeprav so viskozna vlakna kemijsko 
podobna bombažnim vlaknom, se med seboj razlikujeta predvsem po molski masi in 
kristaliničnosti. Viskozna vlakna imajo manjšo molsko maso in stopnjo kristaliničnosti, 
zaradi česar so viskozna vlakna šibkejša in bolj raztegljiva, ter za približno dvakrat bolj 
vpojna kot bombaž. Za razliko od bombaža, viskozna vlakna ob stiku z vodo postanejo 
šibkejša. Viskoza ima to prednost, da zaradi sintetične proizvodnje lahko prilagajamo 
velikost, obliko in lastnosti vlaken, s čimer pa lahko povečamo njeno vpojnost. Viskoza je 
pripravljena iz celulozne pulpe, ki nastane iz dreves. Iz celulozne pulpe preko kemijskih 
postopkov pripravijo viskozno raztopino z visokim pH (pH=14). To viskozno raztopino 
uvedejo skozi tanke šobe v kislo kopel (koncentrirana žveplova kislina, H2SO4).V kisli 
kopeli kislina koagulira in strdi celulozne filamente in tako nastanejo vlakna, ki jih nato 
počešejo in obelijo tako kot bombažna vlakna. (European Pharmacopoeia 8.0,2013, Gupta, 
2013, How made, 2020) 
2.1.3 Uporaba danes 
Ženski higienski izdelki so izdelki za osebno nego, ki jih številne ženske uporabljajo v času 
menstruacije in pri povečanem izcedku iz nožnice. V to skupino izdelkov spadajo tudi 
higienski tamponi (Singh in sod., 2019).  
Danes so Nemčija, Avstrija in Združene države Amerike (ZDA) največji uporabniki 
tamponov na svetu. V študiji Euromonitor iz leta 2014, v kateri so analizirali uporabo 
tamponov v 81 državah, so ugotovili, da nemške ženske stare ob 12 do 54 let uporabljajo 
največ tamponov na svetu (Lunay, 2017). 
Slovensko podjetje Tosama d.o.o., ki med drugim proizvaja tudi higienske tampone, je imelo 
v letu 2018 in 2019 največje tržišče v ZDA. Drugi največji trg je bila Nemčija, kateri so 
sledile še Velika Britanija, Kitajska in Italija. Njihovi higienski tamponi so prisotni v večini 
evropskih držav in na vseh kontinentih (Letno poročilo 2019, 2020). 
Kljub velikemu zanimanju za uporabo tamponov obstajajo tudi države, kjer tamponi niso 
priljubljeni. Takšne države so Nigerija, Kenija, Turčija, Tajska in Maroko. V teh državah 
povprečno ne prodajo niti enega tampona. Na Kitajskem tampone uporablja 2 % žensk, v 
Evropi pa kar 70 % žensk. V Sloveniji so še vedno bolj priljubljeni higienski vložki. V 
povprečju Slovenke porabimo od 0 do 25 tamponov letno (Lunay, 2017). 
V raziskavi, ki je bila leta 2012 narejena med evropsko - ameriškimi, afriško - ameriškimi 
in latino ženskami so ugotovili različne vzroke neuporabe tamponov. Ugotovili so, da se 
nekatere ženske bojijo, da niso varni za uporabo ter da se lahko tampon v nožnici izgubi ali 
zatakne. Nekatere so mislile, da so neprimerni za device, ali pa jih niso znale pravilno 
uporabljati. Nekaterim ženskam pa zaradi različnih razlogov niso bili dostopni (Romo in 
Berenson, 2012). 
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Ko so odkrili, da imata nemenstrualni in menstrualni TSS enako klinično sliko, je kmalu 
postalo jasno, da intravaginalni pripomočki (tamponi, diafragma) ne morejo sami po sebi 
povzročiti menstrualnega sindroma TSS, lahko pa so začetni sprožilec, v kombinaciji z 
drugimi dejavniki (Berger in sod., 2019). 
Po prvih pojavih sindroma toksičnega šoka v povezavi z uporabo higienskih tamponov je 
nadzor nad varnostjo in proizvodnjo prevzela Uprava ZDA za hrano in zdravila (angl. food 
and drug administration, FDA). FDA in CDC (Center za nadzor in preprečevanje bolezni, 
angl. centers for disease control and prevention) sta izdala priporočilo, da se na zunanjo stran 
tamponskih škatel doda opozorilo o nevarnosti menstrualnega toksičnega šoka. Ko so 
ugotovili, da na možnost okužbe vpliva tudi stopnja vpojnosti, so FDA določili, da se na 
tamponskih škatlah označi tudi stopnja vpojnosti (Weissfeld, 2010).  
FDA je tampone uvrstila v razred nadzora, ki velja za medicinske pripomočke. Preden so 
tamponi sproščeni na trg, jih mora odobriti FDA. V okviru pregleda mora proizvajalec 
zagotoviti rezultate preskušanja za oceno varnosti materialov, ki se uporabljajo za izdelavo 
tamponov in aplikatorjev. Preveriti morajo vpojnost, moč in celovitost oz. stabilnost 
tamponov, preveriti ali tamponi pospešujejo rast nekaterih škodljivih bakterij in vpliv 
tamponov na spremembo normalne rasti bakterij v nožnici (FDA, 2005). 
Številne države po svetu obravnavajo higienske tampone kot medicinski pripomoček, v 
Evropi pa zaradi drugačne definicije medicinskih pripomočkov higienski tamponi ne spadajo 
v to skupino (Whyler, 2019). 
Proizvajalci higienskih tamponov morajo imeti vzpostavljeno dobro proizvodno prakso 
(DPP oz. angl. good manufacturing practice, GMP), skladno z regulatornim predpisom 21 
CFR 820 (angl. code of federal regulations). Tu so zapisane trenutne zahteve dobre 
proizvodne prakse (angl. current good manufacturing practice, cGMP), v sklopu sistema 
zagotavljanja kakovosti. Sem spada razvoj izdelka, proizvodnja, pakiranje, označevanje, 
skladiščenje in uporaba izdelka (CFR, 2019a). 
Tamponi pa morajo ustrezati še zahtevam, podanim v predpisu 21 CFR 430. V tem poglavju 
je definirano, katere podatke mora vsebovati embalaža higienskih tamponov (varnostna 
opozorila, stopnja vpojnosti (Slika 2 in Slika 3)) (CFR, 2019b). 
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Slika 2: Varnostna opozorila na higienskih tamponih, po predpisih 21 CFR 430 
 
Slika 3: Definirana stopnja vpojnosti na higienskih tamponih 
V preteklosti je skrb za varnost vzbujala tudi prisotnost dioksina. To je toksin, ki je nastajal 
kot stranski produkt pri beljenju vlaken s klorom, ki so ga uporabljali proizvajalci tamponov. 
Vpojna vlakna, ki se uporabljajo v tamponih, ki se prodajajo danes, so izdelana s postopkom 
beljenja, ki ne vsebuje elementarnega klora, kar pa preprečuje nastanek nevarne ravni 
dioksina. Veliko proizvajalcev uporablja vpojna vlakna, beljena z vodikovim peroksidom in 
skladna s predpisom Evropske farmakopeje. FDA zagotavlja, da so vsi tamponi, odobreni s 
strani FDA varni in učinkoviti, če se uporabljajo skladno z navodili (FDA, 2005; Weissfeld, 
2010, European Pharmacopoeia 8.0, 2013b). 
Za varno uporabo tamponov pa mora poskrbeti tudi vsaka posamezna uporabnica s tem, da 
uporablja tampone skladno z navodili: da uporablja tampone le v dneh, ko ima menstruacijo, 
tampone menja na 4-8 ur, uporablja čim manjšo stopnjo vpojnosti, ki je primerna za njen 
menstrualni tok, da čez noč uporablja vložke in je med uporabo tamponov pozorna na 
kakršnokoli bolečino in druge simptome (FDA, 2005). 
2.1.5 Mikrobiološka kakovost   
In vitro testi na vaginalni mikrobioti ki jih zahteva FDA za nove tampone, ima svoje korenine 
že iz leta 1977. Takrat so John Bartlet in njegovi sodelavci preučevali kvantitativno 
bakterijsko mikrobioto nožnice z merjenjem sprememb v vaginalni ekologiji. Testiranja so 
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izvedli na dveh skupinah mladih in zdravih žensk. V prvi skupini je bilo 17 žensk, ki so jim 
odvzeli bris tekom njihovega menstrualnega cikla, niso pa jim odvzeli vzorcev tekom 
menstruacije. V drugi skupini je bilo pet žensk, ki so si same odvzele dvojne brise tekom 
njihovega menstrualnega cikla, vključno z obdobjem, ko so imele menstruacijo. V združenih 
rezultatih obeh skupin so opazili 100 % zmanjšanje prisotnosti fakultativno anaerobnih 
mikroorganizmov v zadnjem tednu menstrualnega cikla, v primerjavi s tednom, ko so imele 
samo menstruacijo. Število prisotnih obligatnih anaerobnih mikroorganizmov pa je čez 
celoten cikel ostal približno enak. Kasneje so s podobno študijo, kjer so sedmim ženskam v 
menstrualnem ciklu na teden odvzeli dva do tri vzorce, potrdili, da se v vaginalni mikrobioti 
vrste mikroorganizmov tekom menstrualnega cikla ne spreminjajo, spreminja se le njihovo 
število (Bartlett in sod., 1977; Sautter in Brown, 1980). 
Leta 1986 je Onderdonk skupaj s sodelavci prvi preučil učinek tamponov na vaginalni 
mikrobioti. Testiranje so izvedli pri osmih zdravih ženskah. Testiranje so izvedli s 
kultivacijo uporabljenih tamponov in z brisi vaginalne sluznice, skozi devet menstrualnih 
ciklov. Manjša skupina žensk je uporabljala higienske vložke. Njihovi rezultati so služili kot 
kontrola. Tudi v tem primeru niso opazili, da bi tamponi kakorkoli vplivali na porast 
mikroorganizmov na vaginalni sluznici (Onderdonk in sod., 1986). 
Leta 2002 so razvili in-vitro test za oceno mikrobiološke varnosti novih ali modificiranih 
tamponov, kot zahteva ameriška uprava za hrano in zdravila (Wissfeld in sod., 2002). 
Kadar želi proizvajalec na trg postaviti nove tampone, mora pridobiti tudi dovoljenje FDA. 
Za samo pridobitev dovoljenja se mora držati smernic, ki jih določi FDA. V teh smernicah 
so med drugim zapisane tudi zahteve za mikrobiološko kakovost higienskih tamponov 
(FDA, 2005). 
Pri materialih, ki se uporabijo za proizvodnjo tamponov, priporočajo, da dokažejo, da 
tampon v končni obliki zadovoljuje naslednja merila: 
• tampon ne sme spodbujati rasti bakterije S. aureus; 
• tampon ne sme spodbujati tvorbe toksina toksičnega šoka (TSST-1); 
• tampon ne sme vplivati na rast normalne vaginalne mikrobiote (FDA, 2005). 
Za testiranje prisotnosti bakterije S. aureus v tamponih ni določenih referenčnih metod ali 
standardov. Izvajalec sam definira metodo, po kateri bo ocenjeval mikrobiološko kakovost 
tamponov (FDA, 2005). 
Mikrobiološko ustreznost tampona danes določa farmakopeja, ki predpisuje odsotnost 
patogenih mikroorganizmov: patogenih bakterij S. aureus in P. aeruginosa ter 
oportunistične kvasovke C. albicans (Preglednica 1) (European Pharmacopoeia, 2013). 
Metode za določanje mikrobiološke ustreznosti tamponov so navedene v dokumentu 
European Pharmacopoeia 8.0 (2013), poglavje 2.6.13.  
Jordan Potočnik S. Rast mikroorganizmov na higienskih tamponih.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
 
8 





TYMC (CFU/g ali 
CFU/ml) 
Določen mikroorganizem 
Nevodni pripravek za oralno 
uporabo 
10^3 10^2 
Odsotnost Escherichia coli (1 
g ali 1 ml) 
Vodni pripravek za oralno 
uporabo 
10^2 10^1 Odsotnost E. coli (1 g ali 1 ml) 
Rektalna uporaba 10^3 10^2 / 
Uporaba  na ustni sluznici         
Uporaba na dlesnih              
Kožna uporaba                   




aureus (1 g ali 1 ml) 
Odsotnost Pseudomonas 
aeruginosa (1 g ali 1 ml) 
Vaginalna uporaba 10^2 10^1 
Odsotnost Pseudomonas 
aeruginosa (1 g ali 1 ml) 
Odsotnost Staphylococcus 
aureus (1 g ali 1 ml)                
Odsotnost Candida albicans 
(1 g ali 1 ml) 
Transdermalni obliži (meja za en 




aureus (1 obliž)            
Odsotnost Pseudomonas 
aeruginosa (1 obliž) 
Vdihavanje (posebne zahteve 




aureus (1 g ali 1 ml)           
Odsotnost Pseudomonas 
aeruginosa (1 g ali 1 ml) 
Odsotnost na žolč tolerantnih 
gram negativnih bakterij (1 g 
ali 1 ml) 
Posebne Ph.Eur. zahteve za 
peroralne dozirne oblike, ki 
vsebujejo naravnega (živalskega, 
rastlinskega ali mineralnega) 
izvora, za katere predhodna 
obdelava z protimikrobnimi 
zdravili ni izvedljiva in za katere 
pristojni organ sprejme TAMC 
surovine, ki presega 103 CFU/g 
ali CFU/ml 
10^4 10^2 
Ne več kot 102 CFU na žolč 
tolerantnih gram negativnih 
bakterij (1 g ali 1 ml) 
Odsotnost Salmonella (1 g ali 
1 ml)                      
Odsotnost Escherichia coli (1 
g ali 1 ml)               
Odsotnost Staphylococcus 
aureus (1 g ali 1 ml) 
Legenda: TAMC - skupno število aerobnih mikroorganizmov (angl. total aerobic microbial count),TYMC - 
skupno število kvasovk in plesni (angl. total combined yeasts and molds count), CFU - celica, zmožna tvorbe 
kolonije (angl. colony-forming unit). 
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2.2 BAKTERIJA Staphylococcus aureus 
Stafilokoke je prvi opazil Koch leta 1878. Prvi jih je leta 1880 v tekočem mediju gojil 
Pasteur. Ime jim je nadel Alexander Ogston leta 1881. Ime Staphylococcus je bila izpeljana 
iz grškega samostalnika »staphyle« (kup grozdja) in »coccus« (zrnje ali jagoda). Leta 2017 
je bilo znanih že 77 vrst in podvrst bakterij rodu Staphylococcus. Medicinsko najbolj 
pomembne vrste so S. aureus, Staphylococcus epidermidis in Staphylococcus saprophyticus. 
Stafilokoke delimo na koagulazno pozitivne in koagulazno negativne. V skupino koagulazno 
pozitivnih spada samo S. aureus (Bhatia in Ichhpujani, 2008; Peters in sod., 2017). 
S. aureus so ubikvitarne bakterije, naseljujejo nosno votlino, kožo in sluznice (kolonizira kar 
40-50 % ljudi), lahko pa preživijo tudi brez gostitelja v zemlji, vodi in drugih okoljih. S. 
aureus se večkrat pojavlja tudi pri hospitaliziranih ljudeh. Številni koagulaza negativni 
stafilokoki pa so prisotni kot del normalne mikrobiote (Clemens in Foster, 1999; Bhatia in 
Ichhpujani, 2008). 
Bakterije rodu S. aureus predstavljajo pomembno javno-zdravstveno težavo. Te bakterije so 
eden najpogostejših povzročiteljev bolezni, ki povzročajo okužbe pri ljudeh, ki so pogosto 
lahko tudi smrtno nevarne. Najnevarnejše okužbe povzroča proti meticilinu odporna S. 
aureus (angl. methicillin-resistant S. aureus, MRSA). Okužbe se lahko kažejo kot akutna ali 
dolgotrajna bolezen, ki se ne odziva na zdravljenje z antibiotiki. Povzročajo lahko 
septikemijo, meningitis, sindrom toksičnega šoka, okužbo hrane in okužbe kože, kot so 
impetigo, dermatitis ter infekcije mehkih tkiv (Clements in Foster., 1999; Godlmann in 
Medina, 2017). 
2.2.1 Morfološke značilnosti 
S. aureus je negibljiva in nesporogena bakterija. Spada med po Gramu pozitivne koke, ki 
imajo premer od 0,7 do 1,2 µm. V kulturi se posamezni koki združujejo v nepravilne gruče, 
ki spominjajo na grozd (Slika 4). Do tega prihaja zaradi nepopolne ločitve celic po končani 
celični delitvi. Oblika grozdja je navadno opažena pri gojenju na trdnem gojišču. Kadar 
bakterijo gojimo v tekočem gojišču, lahko stafilokoke opazimo v obliki kratkih verig, 
posameznih celic, v parih ali tetradah (Bhatia in Ichhpujani, 2008).  
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Slika 4: Bakterija S. aureus pod elektronskim mikroskopom (Todar, 2019a). 
Celična stena stafilokokov je bogata s peptidoglikanom, ki vsebuje posebne pentaglicinske 
mostičke, ki povezujejo tetrapeptide na ostanke muraminske kisline (Slika 5) (Bhatia in 
Ichhpujani, 2008).  
 
 
Slika 5: Celična stena stafilokokov (Bhatia in Ichhpujani, 2008). 
S. aureus lahko uspeva na gojišči z do 15 % soli. Razmnožuje se lahko v aerobnem ali 
anaerobnem okolju, saj je fakultativni anaerob. Raste lahko v širokem spektru temperature 
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(7 – 48,5 °C, optimalno rast pa ima pri temperaturi 30 – 37 ºC) in pH (4,2 do 9,3, optimum 
pa imajo pri pH 7-7,5). Je katalazno in koagulazno pozitiven mikrob, kar pomeni, da lahko 
proizvaja encima koagulazo in katalazo, ter je sposoben fermentacije manitola (Taylor in 
Unakal, 2020; Lowy 1998, Todar, 2019a; Clements in Foster, 1999).  
S. aureus se od drugih bakterij rodu Staphylococcus razlikuje po tem, da ima zaradi 
karotenoidnega pigmenta, na krvnem agarju kolonije zlato obarvane, na samem agarju pa je 
lahko vidna hemoliza (Lowy, 1998; Todar, 2019a; Bhatia in Ichhpujani, 2008). 
2.2.2 Patogenost S. aureus  
Večina genoma S. aureus, ki je velik 2,8 milijona baznih parov (angl. mega base pairs, Mbp), 
je sestavljena iz enakih zapisov, kot jih imajo vsi sevi, 10 % genov pa med različnimi sevi 
bakterije variirajo, 10-20 % genov pa sestavljajo tudi mobilni elementi, ki jih bakterije lahko 
hitro pridobivajo in tudi izgubijo. Ti mobilni elementi pogosto nosijo zapise za virulentne 
dejavnike in zapise za odpornost na antibiotike (Peters in sod., 2017). 
S. aureus je na splošno nizko infektivna. Problematična postane, če pride do travme, tujkov 
ali drugih lokalnih pogojev, ki bakteriji omogočijo dostop za začetek okužbe. Ko bakterija 
enkrat pride preko zunanje bariere človeškega telesa (preko kože ali sluznice), začne 
proizvajati virulentne dejavnike in povzroči okužbo in poškodbe tkiv (Bhatia in Ichhpujani, 
2008). 
S. aureus ima tri večje virulentne dejavnike. Med njimi so različni adhezini, kot sta 
fibronektin vezavni proteini in kolagen vezavni proteini, ki sodelujejo pri vezavi bakterijske 
celice na gostitelja. K boljši vezavi na gostitelja pripomoreta tudi protein A in medcelična 
adhezija. To bakteriji omogoča preživetje znotraj gostitelja (Peters in sod., 2017). 
Citoplazemska membrana je tarča številnih encimov. Nekatere proizvaja tudi S. aureus. Ti 
toksini v membranah povzročijo tvorbo por, kar pa privede do uhajanja pomembnih molekul 
iz celice. Poznamo encime, ki za svoje delovanje potrebujejo točno določene receptorje in 
pa encime, katerih delovanje ni odvisno od receptorjev (Otto, 2014). 
2.2.2.1 Virulenčni dejavniki, pomembni za adhezijo 
Za postopek kolonizacije je potrebna pritrditev bakterija S. aureus na površino gostiteljske 
celice. Pri tem lahko sodeluje več adhezinskih dejavnikov. Glavni razred adhezinov bakterije 
S. aureus obsega proteine, ki so kovalentno vezani na peptidoglikan. Vezani so preko 
ostanka treonina na terminalnem C koncu. Pritrjeni so na sestavne dele plazme ali na 
zunajcelični matriks (angl. extracellular matrix, ECM). Imenujemo jih površinske 
komponente mikroba, ki prepoznajo adhezivne molekule (angl. microbial surface 
component recognizing adhesive matrix molecules, MSCRAMM). Te molekule prepoznajo 
najpomembnejše sestavine ECM ali krvne plazme, vključno s fibrinogenom, fibronektinom 
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in kolagenom. Glavni člani družine MSCRAMM so stafilokokni protein A (angl. 
staphylococcal protein A, SpA), fibronektinski vezavni proteini A in B (angl. fibronectin 
binding protein A, B, FnbpA in FnbpB), proteini, ki vežejo kolagen in faktor strjevanja (angl. 
clumping factor, Clf) (Bien in sod., 2011; Bhatia in Ichhpujani, 2008). 
2.2.2.2 Toksini 
Citoplazemska membrana je tarča številnih bakterijskih toksinov, tudi tistih, ki jih proizvaja 
bakterija S. aureus (Slika 6). Ti toksini v membrani povzročijo nastanek por, kar privede do 
iztekanja vitalnih molekul in presnovkov, zato je njihovo delovanje citolitično. Ločimo jih 
na dve skupini: 
• toksini, ki za delovanje potrebujejo receptorje in 




Slika 6: Toksini, ki uničujejo membrano (Otto, 2014) 
Alfatoksini in dvokomponentni levkotoksini bakterije S. aureus se vežejo na specifične receptorje, na katerem 
nastanejo pore. V fenolu topni peptidi se nespecifično vežejo neposredno na citoplazemsko membrano, kar 
vodi v razpad membrane. Pore, ki jih tvorijo v fenolu topni peptidi, so verjetno kratkotrajne. 
Receptorski toksini 
Večina citolitičnih toksinov, ki jih proizvaja S. aureus, povzroča liziranje rdečih in / ali belih 
krvnih celic. Tiste toksine, ki lizirajo rdeče krvne celice, imenujemo hemolizini, tiste, ki pa 
lizirajo bele krvničke, imenujemo levkotoksini (Berube in Bubeck, 2013).  
Alfa toksin je verjetno eden najbolj poznanih toksinov, ki jih proizvaja S. aureus. Sestavljajo 
ga beta komponente. Litično deluje na rdeče krvne celice in na številne levkocite, ne deluje 
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pa na nevtrofilce. Sestavlja ga 293 aminokislin in v celicah tvori heptamerne pore. Pore 
povzročijo izliv monovalentnih in tudi dvovalentnih ionov iz celic. Pri višjih koncentracijah 
je lahko tvorba por neodvisna od celičnih receptorjev. Dokazano pa je bilo, da je pri manjši 
koncentraciji za tvorbo por potrebna interakcija z ADAM10 receptorjem (angl. A disintegrin 
and metalloproteinase domain-containing protein 10). Vezava alfa toksina na receptor 
ADAM10, dezintegrin in metaloprotein nato vodi cepitev E-kadherina v celičnem epiteliju, 
kar pa privede do izgube funkcije epitelijske pregrade. Neodvisno pa alfa toksin povzroča 
tudi apoptozo (celično smrt) človeških monocitov, ter celic T in B (Valeva in sod., 1997; 
Inoshima in sod., 2011; Wilke in Bubeck, 2010). 
S. aureus proizvaja tudi vrsto dvokomponentnih toksinov, ki so strukturno podobni alfa 
toksinu. Takšni toksini so npr. Panton-Valentin levkocidin (angl. Panton–Valentine 
leukocidin, PVL), ki je sestavljen iz LukS in LukF proteinov (stafilokokni levkocidin, angl. 
staphylococcus leukocidin toxin, Luk), levkocidini LukDE in LukAB in pa gama hemolozin 
(angl. γ-hemolysins, HlgA, HlgB, HlgC) (Vandenesch in sod., 2003). 
Med toksine, ki za delovanje potrebujejo receptorje, spadajo tudi toksini, ki ne delujejo na 
celično membrano. Ti eksotoksini so veliki od 20 do 30 kD. Njihovo delovanje vpliva na 
črevesje in povzroča bruhanje in drisko. So superantigenske molekule, ki povzročijo 
aktivacijo in širitev celic T (Hennekinne in sod., 2012; Lin in sod., 2010).  
Brezreceptorski toksini 
Med takšne toksine spada tudi toksin delta hemolizin. Spada v družino v fenolu topnih 
peptidov (angl. phenol-soluble modulin, PSM), ki imajo v stafilokokni patogenezi različne 
funkcije. Takšne toksine proizvajajo tudi številni manj patogeni stafilokoki, za S. aureus pa 
je značilno, da proizvaja večje količine močno citolitičnih toksinov, zlasti peptida PSMα1 – 
α4, ki so kodirani v PSMα lokusu, od teh pa je PSMα3 najbolj aktiven. Toksini PSM preko 
interakcije z N-formil peptidnim receptorjem 2 (angl. N-formyl peptide receptor 2, FPR2) 
sprožijo vnetno reakcijo, njihova citolitična aktivnost pa je neodvisna od receptorja (Wang 
in sod., 2007; Rautenberg in sod., 2011; Kretschmer in sod., 2010).  
Ti toksini so majhni in imajo lastnosti podobne detergentom. Pore, ki jih tvorijo ti toksini, 
imajo kratko življenjsko dobo. Sklepamo, da imajo podobno delovanje tudi drugi toksini 
PSM. PSM toksine proizvaja večina S. aureus sevov. Ne proizvajajo jih le sevi, ki imajo 
okvarjen globalni regulator virulence (angl. accessory gene regulator, Agr), ki regulira 
večino toksinov in eksotoksinov, ki jih proizvajajo bakterije S. aureus (Wang in sod., 2007; 
Talbot in sod., 2001; Chatterjee in sod., 2013). 
Pred kratkim so dokazali, da peptidi družine PSM povzročajo lizo nevtrofilcev po fagocitozi 
bakterije, kar pa bakteriji omogoča visoko toksičnost. Takšno delovanje pa ima tudi toksin 
LukAB (Chatterjee in sod., 2013; Surewaard in sod., 2013, DuMont in sod., 2013). 
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Bakterije S. aureus proizvajajo okoli 20 različnih eksotoksinov in eksotoksinom podobnih 
toksinov. Med njimi je tudi stafilokokni enterotoksin B (angl. staphylococcal enterotoxin B, 
SEB), ki ga uporabljajo tudi kot biološko vojno orožje (Lin in sod., 2010; Salgado-Pabon in 
sod., 2013). 
 
Eden izmed najpomembnejših toksinov, ki jih S. aureus proizvaja, je enterotoksin TSST, ki 
ga imenujemo toksin sindroma toksičnega šoka in tudi superantigen. TSST proizvaja od 1 
do 20 % sevov, ki krožijo v populaciji Ta v gostitelju izzove burno reakcijo imunskega 
sistema, kar lahko privede do sindroma toksičnega šoka. Ta toksin je podrobneje obdelan v 
poglavju 2.2.3 (Peters.in sod., 2017; Bhatia in Ichhpujani, 2008, Lowy in sod., 1998). 
2.2.2.3 Encimi 
 
S. aureus proizvaja tudi številne encime, ki sodelujejo pri uničenju tkiv (razgradijo 
gostiteljeve molekule) in skrivanju bakterije pred imunskim sistemom gostitelja. Takšni 
encimi so na primer proteaze, kinaze, koagulaze, lipaze in nukleaze (Otto, 2014).   
Nespecifične proteaze razgradijo gostiteljeve proteine, kar privede do uničenja tkiv. 
Stafilokinaze aktivirajo plazminogen v plazmidu, ki razgradi fibrinske strdke. To povzroči 
zmanjšano aktivnost mrežnega vlakna, kar pa ima velik vpliv na ohranjanje lokaliziranosti 
stafilokokne okužbe (Otto, 2014). 
S. aureus proizvaja dve koagulazi: stafilokoagulaza in von Willebrandov faktor (angl. von 
Willebrand factor, vWF). Ti encimi prispevajo k tvorbi fibrinskih strdkov po vezavi na 
protrombin (tvori kompleks, imenovan stafilotrombin) in na nekatere druge proteine, ter 
sproži pretvorbo fibrinogena v fibrin. To vodi v nastajanje fibrinskih strdkov na površini 
bakterijske celice, kar pa preprečuje fagocitozo, ter povzroča tvorbo ognojka. Med 
pomembne encime pa spadajo tudi lipaze in nukleaze. Za ti dve vrsti encimov funkcija v 
bakterijski patogenosti še ni dobro poznana (Otto, 2014). 
2.2.3 Toksin TSST-1 
Toksin sindroma toksičnega šoka spada v skupino pirogenih toksičnih superantigenov (angl. 
pyrogenic toxin superantigens, PTSAgs). Superantigeni so bakterijski proteini, ki povzročijo 
močan imunski odziv z vezavo na MHC II molekule (poglavitni histopompatibilnostni 
kompleks II, angl. major histocompatibility complex class II), na antigen predstavljajočih 
celicah, ter na T celične receptorje, na T celicah (Dinges in sod., 2000; Fraser, 2011). 
Bakterijski superantigeni predstavljajo družino zelo stabilnih bakterijskih beljakovin, ki so 
najmočnejši aktivatorji imunskega sistema. Povzročajo lahko zastrupitve s hrano, če pa se v 
zadostni količini znajdejo v krvnem obtoku ali limfatičnem tkivu, lahko povzročijo sindrom 
toksičnega šoka. Superantigeni imunskega sistema ne aktivirajo z običajnim stikom med 
antigenom bakterije in T limfociti. Običajno antigene prevzamejo antigen predstavljajoče 
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celice. Te antigen hidrolizirajo in ga nato kot peptid predstavijo T limfocitom. Ti peptidi so 
izraženi na MHC II molekulah, na površini antigen predstavljajoče celice. T celice 
prepoznajo kompleks peptid-MHC II s specifičnimi stiki, s pomočjo petih variabilnih domen 
alfa in beta verige (Vβ, Dβ, Bβ, Vα, Jα) (Slika 7A). Superantigeni lahko to pot obidejo ter 
se vežejo na zunanji del Vβ domene T limfocitov. Te vežejo neposredno na MHC II 
molekule na antigen predstavljajoči celici (Slika 7B). Ta nespecifičen stik aktivira do 20 % 
celotne zaloge T celic v sistemu. Posledica takšnega delovanja je množično sproščanje 
citokinov, kar privede do močnega vnetnega odziva, kot posledica pa lahko pride do 
toksičnega šoka (Fraser, 2011; Que in Moreillon, 2014). 
 
 
Slika 7: Primerjava mehanizma aktivacije imunskega sistema po običajni poti (A) in ob delovanju 
superantigena (B) (Llewelyn in Cohen, 2002). 
Gene za superantigene nosijo plazmidi, bakteriofagi ali heterologni genetski elementi, 
imenovani otoki patogenosti. Njihovo izražanje uravnavajo vsaj trije globalni regulatorni 
sistemi Agr, stafilokokni antigenski regulator (angl. staphylococcal acessory gene regulator, 
sar) in sistem katabolne represije. Zreli antigeni so majhne, neglikozilirane peptidne 
molekule z molekulsko maso od 20.000 do 30.000 daltonov (Dinges in sod., 2000). 
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Toksin TSST-1 proizvaja in izloča bakterija S. aureus in sicer v stacionarni fazi rasti. Je 
protein, z molekularno maso 22.000 daltonov. Kodira ga gen tstH (gen toksina sindroma 
toksičnega šoka, angl. toxic shock syndrome toxin gene), ki je prisoten na bakterijskem 
kromosomu, znotraj mobilnega genetskega elementa, imenovanega stafilokokni otok 
patogenosti 1. TSST-1 se prevaja kot prekurzorski protein z 234 aminokislinami in je izločen 
po cepitvi signalnega zaporedja 40 aminokislin, ki se nahajajo na amino koncu. TSST-1 
vsebuje visok odstotek hidrofobnih aminokislin, vendar pa je zelo topen v vodi. Ne vsebuje 
ostankov cisteina, toksin pa je na splošno odporen proti vročini in proteolizi. Tudi po 
enournem vretju ali dolgotrajni izpostavitvi tripsinu, toksin ne izgubi svoje biološke 
aktivnosti (Dinges in sod., 2000; Bhatia in Ichhpujani, 2008, Lowy in sod., 1998). 
TSST-1 je sestavljen iz dveh sosednjih domen (Slika 8). Domena A vsebuje dolgo osrednjo 
α vijačnico, ki je obdana s petimi β listi. Osrednja vijačnica se nahaja na dnu dveh grabnov 
– sprednjega in zadnjega. Stene teh grabnov imajo amino terminalne α vijačnic na zadnji 
strani molekule in po več zank na sprednji strani. Graben na zadnji strani je večji in bolj 
izpostavljen, kot sprednji. V raziskavah so ugotovili, da je za superantigensko aktivnost 
pomembna osrednja α vijačnica. To so opazili, ko so spremenili histidin na položaju 135 v 
alanin, ker je privedlo do popolne inaktivacije TSST-1 (Dinges in sod., 2000). 
 
 
Slika 8: Trakast diagram TSST-1 v standardnem pogledu, ki prikazuje domeno A in domeno B (Dinges 
in sod., 2000) 
2.2.4 Sindrom toksičnega šoka ali TSS 
Sindrom toksičnega šoka je večsistemska, smrtno nevarna bolezen, ki je bila prvič opisana 
leta 1978. V večini primerov do TSS pride zaradi delovanja superantigenov, ki jih 
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proizvajajo bakterije S. aureus in Streptococcus pyogenes. Stafilokokni TSS je leta 1978 
prvi opisal James Todd (Wilkins in sod., 2017; Gottlieb in sod., 2018; Berger in sod., 2019). 
TSS, ki ga povzroča S. aureus lahko v grobem razdelimo v dva razreda. Poznamo TSS, ki je 
povezan z menstruacijo (angl. menstrual toxic shock syndrome, mTSS) in TSS, ki ni 
povezan z menstruacijo (angl. non-menstrual toxic shock syndrome, nmTSS) (Berger in 
sod., 2019). 
Sindrom menstrualnega toksičnega šoka 
Po ugotovitvi prvih primerov so opazili povečano pojavnost TSS pri ženskah med 
menstruacijo. V letih 1980 in 1981 so ugotovili, da obstaja povezava med mTSS in toksinom, 
ki ga proizvaja S. aureus (Slika 9). S. aureus asimptomatsko kolonizira kožo in sluznico pri 
20-50 % ljudi. Ugotovili so, da je nožnica v času menstruacije lahko kolonizirana še v večji 
meri, kot v odsotnosti menstruacije. Na to vpliva predvsem spremenjeno vaginalno okolje. 
Od leta 1980 in do leta 2005 je število S. aureus, izoliranih iz vaginalne sluznice narastlo iz 
30 % na 40 %. Od tega bi 40 % izoliranih sevov potencialno lahko proizvajalo toksin TSST-
1. Kljub temu se mTSS pojavlja redko, saj so ugotovili, da je večina žensk koloniziranih s 
sevi S. aureus, ki niso sposobni tvoriti TSST-1 toksina. Prav tako pa so ženske zaščitene s 
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Slika 9: Patogeneza stafilokoknega menstrualnega toksičnega šoka (Champoux in sod., 2004) 
Vaginalna sluznica je kolonizirana z normalno vaginalno mikrobioto, ter z bakterijo Staphylococcus aureus, ki 
nosi gene za produkcijo toksina TSST-1 (A). Z uporabo tampona se ustvarijo pogoji, ustrezni za proizvajanje 
toksina TSST-1 (B). Toksin se absorbira in začne krožiti po telesu. Toksin z neposredno vezavo na MHC II 
molekule in T celice povzroči povečano produkcijo citokinov (C). 
Sindrom menstrualnega toksičnega šoka se navadno začne v dveh dneh po menstruacije, ali 
po koncu menstruacije. V večini primerov je povezan z uporabo močno vpojnih tamponov. 
Toksin se v takšnem primeru proizvaja lokalno, hemokultura je običajno negativna. Za 
izražanje genov za proizvodnjo toksina TSST-1 so potrebna določena stanja, ki vključujejo 
povišano raven beljakovin, relativno nevtralen pH (6,5 do 8), povišan PCO2 in PO2. Pri uporabi 
močno vpojnih tamponov so vsi štirje pogoji lahko izpolnjeni. Visoko koncentracijo 
beljakovin in nevtralen pH zagotavljajo beljakovine v krvi in njihova puferna sposobnost. 
Visoka vsebnost PCO2 je zagotovljena z večjo vsebnostjo CO2 v krvi kot v atmosferi. Sčasoma 
pa se z uporabo močno vpojnih tamponov vnese tudi visoka koncentracija O2. Tako bi lahko 
kisik, ki ga prinesemo s tamponom, bil sprožilec, ki spremeni sicer uravnotežen ekosistem 
in spodbudi proizvodnjo TSST-1. Dejstvo, da je za proizvajanje TSST-1 potrebno zadovoljiti 
posebne potrebe, lahko delno razloži razmeroma nizko stopnjo razširjenosti bolezni (Que in 
Moreillon, 2014). 
Nemenstrualni sindrom toksičnega šoka 
Nemenstrualni TSS je pritegnil manj pozornosti kot menstrualni TSS, kljub temu pa se lahko 
pojavi pri vsakem bolniku. Poleg TSST-1 toksina, lahko nemenstrualni TSS povzročajo tudi 
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stafilokokni enterotoksini SEB in SEC (angl. type C and B staphylococcal enterotoxins), ki 
jih tako kot TSST-1, regulira agr. Mikroorganizmi, ki proizvajajo te toksine, lahko 
kolonizirajo praktično kateri kol del telesa, vključno s kirurškimi ranami, pljuči, sluznico, 
koži, se naselijo na kontracepcijsko diafragmo in razločne katetre. Posebnost kolonizacije 
ran je, da prizadeto tkivo pogosto ni videti vneto. To naj bi izhajalo iz samega toksina, ki 
lahko prepreči prihod makrofagov (Que in Moreillon, 2014). 
2.2.4.1 Epidemiologija TSST 
Do poznih sedemdesetih let je bil bombaž glavna vpojna komponenta v higienskih tamponih. 
Nato so proizvajalci začeli dodajati sintetična supervpojna vlakna, kar pa je privedlo do 
povečane proizvodnje TSST-1. V osemdesetih letih je pojavnost TSS v ZDA dosegla 
vrhunec, saj je pojavnost narastla na 13,7 primerov na 100.000 prebivalcev (Berger in sod., 
2019). 
Do leta 1986 je po odmevnih sodnih primerih stopnja pojavnosti padla na 1-2 primera na 
100.000 žensk z menstruacijo. V Evropi stafilokokni TSS za enkrat ni bolezen, na katero bi 
bilo potrebno opozarjati (Berger in sod., 2019). 
Pojavnost menstrualnega in nemenstrualnega toksičnega šoka je v ZDA ocenjena na 
približno 0,8 do 3,4 primerov na 100.000 pacientov. Opazili so, da je pojavnost večja v 
zimskih mesecih, ter je bolj razširjena v državah v razvoju. Tveganju so najbolj izpostavljeni 
starejši ljudje in dojenčki, vendar pa se bolezen v 1/3 do 1/5 primerov pojavi pri osebah, ki 
nimajo predispozicije za bolezen. Koža je najpogostejši vir in vzrok za razvoj hude okužbe 
(Ross in Shoff, 2019). 
V Združenem kraljestvu (angl. United Kingdom, UK) so v letih 2008 in 2009 opazili 
navidezen porast primerov TSS. To pripisujejo povečani zavesti o hudi toksičnosti bolezni, 
ki jo povzroči S. aureus, ki so jo spodbudili konec leta 2008. Od leta 2009 je število mTSS 
začelo letno upadati, število primerov nmTSS pa je ostalo stabilno. Povprečna incidenca na 
100.000 prebivalcev je bila za vse primere 0,07, za mTSS primere 0,09 in za nmTSS primere 
0,04 (Sharma in sod., 2018). 
2.2.4.2 Klinična slika TSST 
Klinična slika je sprva podobna klinični sliki gripe. Ob nastanku TSS se poveča telesna 
temperatura, ki je lahko večja od 38,9 ºC. Pride lahko do hipotenzije in nastanka kožnega 
izpuščaja. Med drugimi simptomi je lahko tudi mrzlica, splošno slabo počutje, vneto grlo, 
bruhanje, driska, bolečine v trebuhu in vrtoglavica (Wilkins in sod., 2017; Gottlieb in sod., 
2018). 
Prva simptoma sta običajno mialgija (bolečina v mišicah) in splošno slabo počutje in šibkost, 
nato se lahko pridružijo še ostali zgoraj našteti simptomi. Simptomi lahko nato zelo hitro 
Jordan Potočnik S. Rast mikroorganizmov na higienskih tamponih.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
 
20 
napredujejo. Pojavijo se lahko nevrološki znaki in simptomi, ki vključujejo glavobol, 
zmedenost, zaspanost in vznemirjenost. Hude nevrološke motnje so pogosto posledica 
možganskega endema. Pojavijo se lahko tudi kardio-pulmonalni simptomi, ki zajemajo 
pljučni endem, zmanjšano krčenje srca in plevralni izlivi. Zaradi zmanjšane vaskularne 
odpornosti pride do intravaskularnega uhajanja, kar privede do hipotenzije, ki je ena izmed 
glavnih simptomov za določitev bolezni. Hipotemija s sistoličnim krvnim tlakom pod 90 
mm Hg, lahko pri otrocih, mlajših od 16 let privede do tkivne ishemije in posledično do 
odpovedi organov.  Prisotnost kožnega izpuščaja je še en pogost pojav pri TSS. Sprva 
nastane izpuščaj podoben eritrodermi – difuzni, rdeč izpuščaj, ki spominja na sončne 
opekline in lahko zajema tako kožo, kot tudi različne sluznice. Pri zajemu ustne sluznice se 
pogosto pojavi »jagodni« jezik (Wilkins in sod., 2017; Gottlieb in sod., 2018). 
Čeprav sta si streptokokni in stafilokokni TSS podobna, obstaja nekaj razlik. Stafilokokni 
TSS se običajno pojavi pri mlajših bolnikih s simptomi kot so vročina, driska, bruhanje, gripi 
podobnimi simptomi, zmedenost, zaspanost. Takšni pacienti običajno kažejo simptome 
povezane z delovanjem toksina in ne povezane s primernim mestom okužbe, saj lahko toksin 
zavira delovanje nevtrofilcev in zmanjša znake okužbe na samem mestu začetka okužbe. 
Takšni bolniki so zato pogosto napačno diagnosticirani z gastroenteritisom, gripo ali drugo 
virusno boleznijo. Pri streptokoknem TSS se lahko pojavijo lokalni simptomi, ki nakazujejo 
na okužbo. Pojavijo se lahko celulitis, faringitis, pljučnica ali nekrotizirajoči fasciitis. 
Vendar pa se tudi v tem primeri pri 45 % bolnikov ne izpostavi infekcijsko žarišče (Gottlieb 
in sod., 2018) 
2.2.4.3 Zdravljenje TSST 
Pri zdravljenju TSS je ključna hitro prepoznavanje simptomov in ustrezna diagnoza. Visoko 
umrljivost, ki jo še vedno vidimo pri okužbah s TSS lahko pripišemo ravno zapoznelemu 
prepoznavanju in zdravljenju. Pozornost je potrebna predvsem pri septičnih bolnikih, pri 
katerih se pojavijo še drugi za TSS značilni simptomi (Wilkins in sod., 2017). 
Pacienta se zdravi s širokospektralnim antibiotikom. Največkrat so v uporabi antibiotiki, kot 
so cefalosporin tretje generacije, klindamicin, vankomicin, linezolid, rifampin. Antibiotik 
določijo glede na to, kateri patogen je lahko povzročitelj TSS. Priporoča se tudi intravenozno 
dodajanje imunoglobulina, ki naj bi inaktiviral delovanje superantigena, s tem pa naj bi 
inhibiral tudi aktivacijo T celic. Ob ugotovitvi TSS je potrebno čim prej določiti žarišče 
okužbe. Potreben je temeljit pregled kože, odstranitev vseh tujkov (higienski tamponi, 
katetri, razne obveze ran in nosni tamponi). Potrebna je sanacija okuženih ran, kadar obstaja 
sum na okužbe globokega tkiva, je potrebno razmisliti tudi o kirurški sanaciji (Wilkins in 
sod., 2017; Gottlieb in sod., 2018).  
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Pojav sindroma toksičnega šoka je redek, pa vendar lahko upoštevamo korake, ki bodo 
možnosti za okužbo še zmanjšali: 
• ob poškodbi moramo poskrbeti, da rana ostane čista in suha. Potrebno je redno 
previjanje rane; kadar mislite, da je rana okužena, se obrnite na svojega osebnega 
zdravnika, tako bo lahko okužba pravi čas zdravljena; 
• uporabljanje manj vpojnih tamponov; 
• visoka higiena rok pri menjavi tamponov 
• neuporaba tamponov preko noči; 
• ustrezna uporaba tamponov, po navodilih proizvajalca (pravočasna menjava); 
• po končani menstruaciji ne pozabi odstraniti tampona; 
• ženske, ki so že zbolele za TSS, naj ne uporabljajo tamponov, saj se TSS pogosto 
ponovi; 
• upoštevanje navodil pri uporabi vaginalne kontracepcije (npr. diafragma) (Cleveland 
Clinic, 2018; SA Health, 2020). 
2.3 BAKTERIJA Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas je tip mikroorganizma, ki ga pogosto najdemo v okolju, kot sta zemlja in voda. 
Med vsemi vrstami bakterije, okužbe najpogosteje povzroča P. aeruginosa. To je 
oportunistični človeški patogen, povezan s širokim spektrom okužb. Izoliramo ga lahko iz 
različnih virov, kot so dihalne poti in pljučna tkiva bolnikov s cistično fibrozo, iz opeklin, 
okužbe sečil in drugih pljučnih okužb. Prav tako jih lahko izoliramo iz medicinske opreme, 
kot so na primer inhalatorji, oprema za dializo, respiratorji, oprema za anesteziologijo ter s 
toaletnih školjk in umivalnih korit. P. aeruginosa lahko povzroča bolezni tako pri rastlinah, 
živalih, kot tudi pri ljudeh in je eden glavnih povzročiteljev bolnišničnih okužb pri bolnikih. 
Povzroča lahko bolnišnično pljučnico (angl. hospital associated pneumonia, HAP), okužbe 
prebavil, dermatitis, okužbe sečil, kože, kot so folikulitis in vnetje sluhovoda, bakteriemijo, 
okužbo mehkih tkiv, okužbe dihal bolnikov s cistično fibrozo, okužbe sklepov in kosti, ter 
številne druge okužbe, zlasti pri bolnikih s hudimi opeklinami in imunsko oslabljenimi 
bolniki, kot so rakavi bolniki in bolniki z virusom humane imunske pomanjkljivosti (angl. 
human immunodeficiency virus, HIV) (CDC, 2019; Gales in sod., 2001; Todar, 2019b). 
Okužbe sečil, ki jih povzroča P. aeruginosa so v veliki večini povezane z bolnišničnim 
okoljem, predvsem pri uporabi urinskega katetra. Ker ima ta bakterija številne virulentne 
dejavnike, ki ji omogočajo preživetje v nožnici in je poleg tega odporna na številne 
antibiotike, je tudi za ta mikroorganizem predpisana odsotnost na higienskih tamponih 
(Walsh in Collyns, 2020). 
P. aeruginosa lahko povzroča tudi okužbe izven bolnišnic. Po zaužitju se naseli v črevesju, 
iz prebavil pa lahko prehaja v kri in pri imunokomprimitiranih bolnikih povzroča sepso, pri 
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kateri lahko pride do endotoksičnega šoka. Ob sepsi se zaradi razmnoževanja bakterij na 
žilnih stenah na koži prisotne nekrotične spremembe – ecthyma gangreaenosum. Te bakterije 
se konstantno prilagajajo in iščejo nove načine, kako se izogniti učinkom antibiotikov, ki jih 
uporabljajo za zdravljenje tovrstnih okužb (CDC, 2019; Müller – Premru, 2002). 
Okužbe z bakterijo P. aeruginosa so lahko akutne ali kronične. Zanimivo je, da je vrsta 
okužbe neodvisna od genotipa patogena, vendar pa je morda povezana z gostiteljevim 
zdravstvenim stanjem in življenjskim slogom. Prevladujejo predvsem akutne okužbe, ki so 
povezane z bakterijami, ki imajo predvsem planktonski življenjski slog, medtem ko funkcije, 
povezane z biofilmom igrajo pomembno vlogo pri trdovratnih, kroničnih okužbah 
(Klockgether in Tummler, 2017; Furukawa in sod., 2006). 
Akutna pljučnica, ki jo povzroča P. aeruginosa se pojavlja predvsem pri bolnikih z 
oslabljenim imunskim sistemom in bolnikih na intenzivni negi. Okužbe se začne z vezavo 
bakterije na sluznico preko dveh adhezinov, flagel in pilov tipa IV, kar sproži vnetni odziv 
gostitelja. Ko je bakterija v stiku z epitelijskimi celicami, povzroči poškodbe tkiva z 
izločanjem citotoksičnih efektorjev neposredno v evkariontske celice, preko svojega 
sekrecijskega sistema tipa III (angl. type three secretion system, T3SS), ter z izločanjem 
drugih virulentnih dejavnikov v zunajcelično okolje. T3SS efektorji so lahko vključeni tudi 
v inhibicijo fagocitoze, ter skupaj z LasB proteazo povzroči izgubo trdnosti endotelijske 
pregrade. To lahko privede do hitre širitve patogena znotraj gostitelja, kar pa lahko povzroči 
septikemijo. Na splošno pa proces akutne okužbe vodi do močne mobilizacije celice 
imunskega sistema, med katerimi se prvi odzovejo nevtrofilci in makrofagi, ki se začnejo 
zbirati na mestu okužbe (Gellatly in Hancock, 2013; Berube in sod., 2016). 
2.3.1 Morfološke značilnosti P. aeruginosa 
P. aeruginosa spada med po Gramu negativne aerobne bacile iz družine Pseudomonadaceae 
(Slika 10). Je prostoživeča bakterija, ki jo pogosto najdemo v zemlji in vodi in ne tvori spor. 
Redno se pojavlja na površinah rastlin, redkeje pa tudi na površinah živali (Gales in sod., 
2001). 
Je bacil, ki v dolžino zraste med 1,5 do 3 µm. Skoraj vsi sevi so gibljivi s pomočjo enega 
samega polarnega flagela. Spada med aerobne mikroorganizme, kar pomeni, da je njen 
metabolizem vedno dihalni. Če prav je za optimalno rast in metabolizem potrebno aerobno 
okolje, se lahko večina sevov počasi množi tudi v anaerobnem okolju, če je v njem kot 
sprejemnik elektronov prisoten nitrat. Za P. aeruginosa je značilno, da jo v naravi najdemo 
v biofilmu, pritrjeno na površino ali substrat, ali pa v planktonski obliki, kot enocelični 
organizem, ki aktivno plava s svojim flagelom. Pseudomonas je ena najbolj živahnih, hitro 
plavajočih bakterij (Todar, 2019b; Kayser in sod., 2005). 
Ima zelo preproste prehrambne potrebe. V laboratoriju je najpreprostejši medij za rast P. 
aeruginosa sestavljen iz acetata, ki služi kot vir ogljika, in amonijevega sulfata, ki 
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predstavlja vir dušika. Tako za rast ne potrebuje obogatenih medijev. Njegova optimalna 
temperatura za rast in razvoj je 37 ºC, lahko pa uspeva pri temperaturah od 20 ºC do 42 ºC. 
Odporen je proti najrazličnejšim fizičnim pogojem, vključno s temperaturo. Odporen je proti 
visokim koncentracijam soli, barvil, šibkim antiseptikom in pogosto uporabljenim 
antibiotikom. Nagnjen je k rasti v vlažnih okoljih, kar je verjetno odraz njegovega naravnega 
obstoja v zemlji in vodi (Todar, 2019b; Kayser in sod., 2002). 
Izolati P. aeruginosa lahko tvorijo tri vrste kolonij. Naravni izolati iz zemlje ali vode 
običajno tvorijo majhno, grobo kolonijo. Klinični vzorci pa na splošno dajejo eno ali drugo 
od dveh gladkih vrst kolonij. Ena vrsta ima videz ocvrtega jajca, ki je velik in gladek, z 
ravnimi robovi in povišanim videzom. Druga vrsta kolonij, ki pa jih pogosto dobimo iz 
izločkov iz dihal in sečil, ima sluzni videz, ki ga pripisujejo proizvodnji alginatne sluzi. 
Kolonije imajo navadno kovinski odtenek in oddajajo intenziven »saden« vonj. Na krvnem 
agarju je običajno vidna hemoliza. Od drugih bakterij rodu Enterobacteriaceae jo loči 
pozitivna reakcija na oksidaznem testu (Todar, 2019b; Kayser in sod., 2005).  
Sevi P. aeruginosa proizvajajo dve vrsti topnih pigmentov. To sta fluorescentni pigment 
pioverdin in modri pigment piocianin. Piocianin se obilno proizvaja v medijih z nizko 
vsebnostjo železa in deluje pri presnovi železa v bakteriji. Piocianin se nanaša na modri gnoj, 
ki je značilen za gnojne okužbe, ki jih povzroča P. aeruginosa. Proizvajanje teh pigmentov 
ga loči od drugih po Gramu negativnih bakterij (Todar, 2019b; Kayser in sod., 2005). 
 
 
Slika 10: Bakterija P. aeruginosa pod elektronskim mikroskopom (Todar, 2019b). 
2.3.2 Patogenost P. aeruginosa 
P. aeruginosa ima številne dejavnike virulence (Slika 11). Med najpogostejše virulentne 
dejavnike sodijo alginati, lipopolisaharidi, pilusni in nepilusni adhezini. To so faktorji, ki so 
del bakterijske celice. Poleg teh, pa lahko P. aeruginosa proizvaja tudi sekrecijske virulentne 
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faktorje, kot so elastaze, fosfolipaze, piocianin, eksotoksin A, različni toksini, piocianin in 
siderofore (Matheson in sod., 2006; Yates in sod., 2006; Zulianello in sod., 2006; 
Veesenmayer in sod. 2009).  
Glede na vrsto okužbe, ki jo bakterija povzroča, proizvaja tudi različne virulentne faktorje. 
Opazili so, da so pri različnih okužbah večina izolatov proizvaja iste vrste faktorjev 
virulence. Se pa glede na vrsto okužbe spreminja količina posameznega faktorja virulence, 
npr. pri okužbi urinarnega trakta je prisotnih več elastaz in proteaz, pri okužbi ran pa je bila 
opažena večja količina eksoencima S (Hamood in sod., 1996). 
 
 
Slika 11: Virulentni dejavniki bakterije P. aeruginosa (Delden, 2004). 
2.3.2.1 Virulenčni faktorji, pomembni za adhezijo 
Pri vzpostavitvi okužbe je pogosto prvi korak kolonizacija epitelijske površine. P aeruginosa 
v ta namen uporablja različne adhezive, da lahko vzpostavi stik z biološko površino. Ti 
adhezijski dejavniki so bili najbolje preučeni pri sevih, ki so jih izolirali iz respiratornega 
trakta bolnikov (Delden, 2004). 
Vezava nemukoidnih sevov je večinoma vzpostavljena s pomočjo pilov tipa IV, ki 
predstavljajo 90 % zmogljivosti oprijema. Specifične molekule na površinah teh struktur, 
kot so lektini, ki vežejo galaktozo ali manozo, lahko delujejo kot ligandi. Ti lahko reagirajo 
s komplementarnimi zaporedji na gostiteljskih celicah. Takšne molekule so lahko npr. 
ogljikov hidrat, ki je del glikosfingolipidov (angl. glycosphingolipid, GSL) asialo-GM1 in 
GMb, ter površinsko lokalizirani proteini človeških epitelnih celic. Predvidevajo, da pili tipa 
IV, ki se vežejo na GM1, povzročajo citotoksičnost in omogoča invazijo bakterije v 
notranjost celic gostitelja. Pili tipa IV pa so pomembni tudi pri vezavi bakterije na abiotske 
površine. (Delden, 2004). 
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P. aeruginosa lahko poleg epitelijske površine celic, povezavo vzpostavi tudi z mucinom, ki 
ga celice izločajo na površino epitelija. Glavna sestavina mucina je sluz, ki tvori viskozen 
gel, na ciliarnem epiteliju dihalnih poti. Mucin predstavlja oviro ali past, v katero se ujamejo 
vdihani delci. Kadar je mukus oslabljen ali spremenjen, se lahko poveča vezava bakterije na 
sam mukus. To so opazili predvsem pri bolnikih s cistično fibrozo. Opazili so, da lahko 
flagel, ki je primarno odgovoren za gibljivost bakterije, deluje tudi kot adhezin, in omogoča 
vezavo na ogljikove hidrate, ki so sestavljeni iz Lewis x derivatov, ki se nahajajo na površini 
človeškega mucina. Pri vezavi bakterije na mucin pa sodelujejo tudi druge molekule, kot so 
flagelin in lektin (Delden, 2004). 
2.3.2.2 Lipopolisaharid  
Lipopolisaharid (angl. Lipopolysaccharide, LPS) je glavna komponenta zunanje membrane 
P. aeruginosa. Lipopolisaharid ima tipično sestavo, ki je značilna za gramnegativne 
bakterije. Bakterijski LPS je običajno sestavljen iz hidrofobne domene, znane kot lipid A 
(ali endotoksin), jedrnega oligosaharida, ki se ne ponavlja, in distalnega polisaharida (ali O-
antigena). Ima osnovno lipidno strukturo A, ki vsebuje hrbtenico diglukozamin bifosfata N- 
in O-aciliranega, s kemičnimi variacijami številnih primarnih acilnih skupin in različnimi 
vrstami maščobnih kislin, ki nadomeščajo primarno in sekundarno acilno skupino. Večina 
sevov, prilagojenih na laboratorijsko gojenje, sintetizirajo penta-acilirano LPS, z določenih 
deležem heksa-aciliranega LPS. Rastni pogoji, predvsem raven magnezija, lahko vplivajo 
na vzorec acilacije lipidov bakterije P. aeruginosa. Ima pomembno vlogo pri aktiviranju 
gostiteljevega prirojenega in pridobljenega imunskega sistema. Sčasoma zaradi neregulirane 
odzive na vnetje, kar pa lahko privede do obolevanja in umrljivosti (Rocha in sod., 2019; 
Pier G., 2007). 
2.3.2.3 Eksopolisaharidi in tvorba biofilma 
Sposobnost P. aeruginosa, da tvori biofilm, je prednost pri številnih okužbah in močno 
poveča spodobnost, da se bakterija upira antibiotikom in težkim okoljskim razmeram. 
Eksopolisaharidi, zunajcelična DNK (deoksiribonukleinska kislina), piocianini, ramnolipidi 
in funkcionalni proteini so dejavniki, ku prispevajo k nastanku biofilma. Alginat, Pel in Psl 
so trije zunajcelični polisaharidi, ki jih proizvaja P. aeruginosa. Visoke koncentracije 
alginata so navadno opažene v izolatih bolnikov s cistično fibrozo. Sevi, ki proizvajajo večje 
količine alginata, so sluzni sevi. Izolati urinarnih okužb pa proizvajajo bistveno manjše 
koncentracije alginata in vitro v primerjavi z izolati iz različnih delov telesa. (Tielen in sod., 
2011; Rawat in Prasad, 2015).  
Nemukoidni sevi so bolj odvisni od zunajceličnih polisaharidov Pel in Psl. Psl je pomemben 
pri površinski pritrditvi biofilmov v in-vitro. V nekaterih primerih so ugotovili, da za tvorbo 
biofilma nista potrebna Pel in Psl. Za biofilme, ki jih je oblikovala bakterija P. aeruginosa 
v mišjem modelu CAUTI (okužbe sečil, povezane s katetrom, angl. catheter-associated 
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urinary tract infection), niso bili potrebni eksopolisaharidi. Predvidevali so, da je pri 
formaciji biofilma sodeloval piocianin. Piocianin se veže na zunajcelično DNK, ter se 
medsebojno povezuje, kar poveča viskoznost DNK raztopin. Na takšen način lahko nastajajo 
biofilmi v urinarnem traktu (Colvin in sod., 2012; Cole in sod., 2014; Das in sod., 2015). 
Ramnolipidi spodbujajo nastanek mikrokolonij v zgodnjem razvoju biofilma in v poznih 
vazah pomagajo pri strukturnem razvoju, ki je odvisen od migracije celic. Ramnolipidi ne 
vplivajo toliko na gibanje celic, bolj pripomorejo k začetku migracije celic. Ekspresija 
ramnolipidov je povečana v okolju z omejenim dostopom do železa in je v korelaciji s 
povečano površinsko gibljivostjo in nastajanjem ravnih, nestrukturiranih biofilmov. Poleg 
tega P. aeruginosa, ki ima pomanjkanje ramnolipidov, ni zmožna vzdrževati kanale, 
napolnjene s tekočino, ki naj bi pomagali pri difuziji hranil skozi gosto poseljen biofilm. V 
urinarnem traktu je dostop do železa omejen, zato sklepajo, da ramnolipidi pripomorejo k 
obstojnosti bakterije v urinarnem traktu, kadar je le-ta okužen (Pamp in Tolker-Nielsen, 
2007; Wang in sod, 2013; Glick in sod 2010; Davey in sod., 2003). 
2.3.2.4 Piocianin 
Piocianin (angl. piocyanin, PCN) je modri redoks aktivni sekundarni metabolit, ki ga 
proizvaja P. aeruginosa. Je ion, ki zlahka prodre skozi biološko membrano. Pogosto je 
izoliran iz sputuma bolnikov s cistično fibrozo. Kljub številnim in-vitro raziskavam, ki 
kažejo da PCN vpliva na več celičnih funkcij, je njegova vloga pri kliničnih okužbah še 
vedno nejasna (Wilson R, 1988).  
PCN je sintetiziran iz molekule korizmata, skozi serijo številnih zapletenih korakov. 
Proizvodnjo kontrolirajo številni produkti, katerih zapisi so zapisani na dveh operonih 
phzABCDEFG, ter z geni phzH, phzM in phzS, ki spreminjajo prekurzorje v triciklično 
spojino. Sintezo PCN je uravnavana s pomočjo zazvanaja kvoruma (angl. quorum sensing, 
QS), ki vključuje odvisnost od kopičenja signala z nizko molekulsko maso, ki bakterijam 
omogoča modulacijo izražanja genov za virulenco. (Marvodi in sod., 2001; Gallager in sod., 
2002; Fuqua in sod. 2001). 
Ker okužba s P. aeruginosa vključuje več dejavnikov virulence, je težko definirati, kakšno 
vlogo ima PCN pri pljučnih okužbah. Da bi odkrili dejansko vlogo PCN, pri številnih 
raziskavah, ki raziskujejo toksičnost PCN, uporabijo in-vitro sistem s celičnimi kulturami in 
prečiščen PCN. Te študije so pokazale, da PCN povzroča širok spekter celičnih poškodb in 
lahko prispeva k obstojnosti P. aeruginosa v pljučih bolnikov s cistično fibrozo. Študije so 
pokazale, da PCN povzroča inhibicijo celičnega dihanja, vpliva na ciliarno funkcijo celic, 
rast celic, sproščanje prostaciklina, ter povzroča motnjo homeostaze kalcija. Prav tako lahko 
PCN inaktivira delovanje inhibitorja α1-proteaze, kar privede do neravnovesja proteazno-
antiproteazne aktivnosti, ki je večkrat opažen pri bolnikih s cistično fibrozo (Sorensen in 
Klinger, 1987; Kamath in sod, 1995; Denning in sod., 1998).  
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Številne študije so pokazale, da lahko PCN povzroča še večjo škodo, kot je bilo prvotno 
mišljeno. Ugotovili so, da lahko PCN inaktivira katalazo. Zmanjšuje transkripcijo gena, ki 
kodira katalazo, poleg tega pa tudi neposredno zavira aktivnost katalaze v brezceličnem 
sistemu. PCN lahko vpliva tudi na redoks kroženje v pljučnih epitelijskih in endotelijskih 
celicah. Povzroča lahko tudi apoptozo nevtrofilcev. Pri tem je pomembna koncentracija PCN 
in čas izpostavljenosti (O`Malley in sod., 2003; Muller, 2002; Usher in sod., 2002). 
Leta 2004 so izvedli raziskave tudi na miših. Pri raziskavi so uporabili 2 seva divjega tipa P. 
aeruginosa (PA01 in PA14), ter seve z mutiranimi geni mvfR, phzB1, phzB, phzM in phzS 
in niso bili sposobni producirati PCN. Pri okužbi miši CD-1 s sevi divjega tipa, so ugotovili, 
da je prišlo do hujše okužbe in močne pljučnice. Pri okužbi miši CD-1 z mutiranimi sevi pa 
je vseeno prišlo do okužbe, vendar je bila le-ta blažja. S tem so dokazali, da je za popolno 
virulentnost P. aeruginosa pri okužbi dihalnih poti potrebna tudi sinteza PCN (Lau in sod., 
2004). 
2.3.2.5 Toksini 
P. aeruginosa lahko proizvaja različne toksine. Med najbolj raziskanimi je eksotoksin A. Ta 
toksin bakterije izločajo kot 70.000 daltonov velik proencim, ki v celico vstopi preko 
receptorske endocitoze, ter inhibira sintezo proteinov. Eksotoksin A bakterija izloča s 
pomočjo sekrecijskega mehanizma tipa II, ki uporablja napravo, podobno pilusu, preko 
katere proteine izloča v zunajcelično okolje. S takšnim sistemom bakterija izloča tudi lipaze, 
fosfolipaze, alkalne fosfataze in proteaze. Fragment A se z adenozin 5`-difosfat ribozilnim 
delom nikotinamid adenin nukleotida kovalentno veže na elongacijski faktor 2. Eksotoksin 
A je zaradi svojega delovanja tesno povezan s številnimi drugimi bakterijskimi adenozin 5´-
difosfatnimi riboziltransferazami, kot je na primer difterija toksin, ki ima enak znotrajcelični 
mehanizem delovanja, vendar pa se veže na različne celične receptorje, in je po strukturi 
drugačen ( Dӧring in sod., 1987; Rocha in sod., 2019).  
P. aeruginosa pa poleg eksotoksina A, proizvaja tudi druge toksine, vključno s štirimi toksini 
tipa III: eksoencim S, eksoencim U, eksoencim T in eksoencim Y. In-vitro je bila ekspresija 
teh toksinov ugotovljena pri izolatih P. aeruginosa iz različnih vrsto okužb, predvsem 
akutnih. Eksotoksin S je efektroski protein sekrecijskega sistema tipa III in deluje kot 
adenozin difosfat (angl. adenosine diphosphate, ADP) ribozilirajoči encim, ter vpliva na 
citoskelet aktina. Koncentracije tega toksina so bile pri in-vitro izolaciji višje pri izolatih iz 
ran in urinarnega trakta, v primerjavi z trahealnimi izolati. Skoraj nikoli ga ne najdemo pri 
sevih, ki proizvajajo eksotoksin U. Eksotoksin U je citotoksin, ki ga izloča sekrecijski sistem 
tipa III. Ima aktivnost fosfolipaze A2, prav tako pa vpliva tudi na aktivacijo fagocitov, 
vendar pa potencialne vloge pri okužbi urinarnega trakta še niso povsem znane. Eksotoksin 
T je bifunkcionalni citotoksin tipa III, ki inducira mitohondrijsko apoptozo gostiteljskih 
celic, prav tako pa vpliva na citoskelet aktina. Eksoencim Y je prav tako toksin tipa III, z 
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aktinskim citoskeletom, ki uničuje  adenilat ciklazo. Poveča se produkcija sekundarnih 
obveščevalnih molekul v gostiteljski celici, cGMPO in cUMP, (Newman in sod., 2017). 
2.3.2.6 LasA in LasB elastaze 
Sposobnost bakterije P. aeruginosa, da uniči elastin, je ena glavnih faktorjev virulence med 
akutno okužbo. Protein elastin ima v človeških pljučih pomembno vlogo pri zmogljivosti 
raztezanja in krčenja pljučnega tkiva. Poleg tega je elastin tudi pomemben sestavni del 
krvnih žil (Delden, 2004).  
 
Obe elastazi sta cinkove metalopteraze, ki poleg elastina, lahko delujejo tudi na številne 
druge beljakovine. LasB elastaza je zelo učinkovita proteaza, s proteolitično aktivnostjo. 
LasA je serinska proteaza, ki ima stafilolitočno aktivnost in pri razgradnji elastina deluje 
sinergistično skupaj z LasB elastazo. LasA elastaza odstranjuje elastin, ki ga lahko nato 
razgradijo druge proteaze, kot so LasB elastaza, alkalna proteaza ali nevtrofilna elastaza. 
LasB elastaza lahko poleg elastina razgrajuje tudi fibrin in kolagen. Inaktivira lahko tudi 
človeška protitelesa IgA in IgG, lizocime in komponente komplementa (Delden, 2004). 
2.4 KVASOVKA Candida albicans 
C. albicans je gliva kvasovka, ki pogosto povzroča kožne okužbe. Okužbe povzročajo tudi 
druge vrste kvasovk, kot so Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis in 
Candida parapsilosis, med najpogostejše povzročitelje pa sodi C. albicans (Garber, 2001; 
Turner in Butler, 2014). 
C. albicans je najpogostejši vzrok vaginalnih okužb, zato njena prisotnost na tamponih ni 
zaželjena. Pri ugodnih pogojih lahko prehaja tudi v krvni obtok, kar lahko privede do okužbe 
globokih tkiv. C. albicans je del normalne človeške mikrobiote. Pogosto jo lahko najdemo 
v sluznicah gastrointestinalnih, dihalnih in urogenitalnih poti. Načeloma je ta 
mikroorganizem neškodljiv komenzal, pri imunsko oslabljenih posameznikih pa lahko 
postane oportunistični patogen organizem (Slika 12). C. albicans se pogosto namnoži in 
povzroča zdravstvene težave v primerih, ko se spremeni pH okolja, v katerem se kvasovka 
nahaja (Ries, 1997; Conti in sod., 2014; Whaley in sod., 2017; Kashem in sod., 2015; Pfaller 
in Diekema, 2007). 
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Slika 12: Primer okužbe s C. albicans (Kayser in sod., 2005) 
Površinska okužba ustne sluznice in jezika pri bolniku z virusom HIV (A) in kronična sluznična kandidaza pri 
otroku z oslabljenim imunskim sistemom (B). 
Pri imunsko oslabljenih posameznikih lahko C. albicans povzroča sistemske okužbe. 
Lokalni oportunistični komenzal ust, grla in reproduktivnega trakta, lahko povzroči 
sistemske, invazivne kandidaze, ki lahko vplivajo na krvožilni sistem, kosti in možgane 
(Kim in Sudberly, 2011). 
Kronična izpostavljenost C. albicans deluje kot oteževalni dejavnik tudi pri atopičnih 
bolnikih in posameznikih z alergijami. Pri atopijskem dermatitisu lahko C. albicans sproži 
proizvodnjo specifičnega imunoglobulina E, ki delujejo proti antigenom C. albicans, kar še 
poslabša stanje atopičnega dermatitisa (Savolainen in sod., 1993; Faergemann, 2002). 
Najpomembnejši dejavnik tveganja za okužbo s C. albicans so antibiotične terapije, ki jim 
sledi centralni venski dostop, kirurški posegi, nevtropenija, intravenozna prehrana, urinski 
katetri, ali boleni kot so hematološka malignost, rak, prezgodnje rojstvo, srčne bolezni, 
travme, nevrološke bolezni, bolezni prebavil, presajanje organov, pljučne bolezni, bolezni 
ožilja, HIV, različne genetske bolezni, prirojena malformacija, ledvične bolezni, diabetes, 
jetrne bolezni ali bolezni trebušne slinavke (Canela in sod., 2018). 
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2.4.1 Morfološke značilnosti C. albicans 
C. albicans se pri barvanju po Gramu obarva vijolično, kar pomeni, da je po Gramu pozitiven 
mikroorganizem. C. albicans ima ovalne in brsteče celice. V premeru merijo cca. 5 µm. 
Pogosto pa celice C. albicans tvorijo tudi hife, micelij ali pseudomicelij (Slika 13), kar 
sprožijo predvsem spremembe v pogojih, kot so temperatura, pH in razpoložljivost hranil. 
V začetnem stadiju so hife pritrjene na kvasno celico in so videti kot poganjki. Imenujemo 
jih zarodne cevi. Kadar hife rastejo z nepravilnimi prekinitvami in nimajo vzporednih sten 
in sepcije pravih hif, jih imenujemo pseudohife in tvorijo pseudomicelij (Kayser in sod., 
2005; Champoux in sod., 2004). 
 
 
Slika 13: Candida albicans (Kayser in sod., 2005) 
A: morfološke oblike kvasovke. B: Gramsko barvanje sputuma – po Gramu pozitivne kvasne celice in hife. 
Celična stena C. albicans je mešanica polisaharidnega manana, glukana in hitina, ki ima 
lahko vezane tudi proteine. Vlaknasta zunanja plast, ki sega do površine, vsebuje številne 
različne manoproteine. Natančna sestava celične stene in kombinacija površinskih 
komponent se razlikuje. Odvisni so od različnih rastnih in morfoloških pogojev (Champoux 
in sod., 2004). 
C. albicans lahko gojimo na običajnih trdnih gojiščih. Po 48 urni inkubaciji na agarnem 
mediju opazimo okrogle, belkaste kolonije, z nekoliko grobo površino. Morfološke in 
biokemijske lastnosti nam omogočijo ločevanje C. albicans od drugih vrst kvasovk. Na 
specializiranih medijih C. albicans tvori klamidokonidije, ki imajo debelejšo steno (Slika 
14). Klamidokonidiji omogočajo razlikovanje C. albicans od drugih vrst, rodu Candida 
(Kayser in sod., 2005; Champoux in sod., 2004). 
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Slika 14: Klamikonidiji pod elektronskim mikroskopom (Champoux in sod., 2004) 
2.4.2 Patogenost C. albicans 
Za uspešno vzpostavitev okužbe, se mora C. albicans prilagoditi različnim nišam, na 
različnim anatomskih mestih gostitelja in izražajo gene, povezane z okužbo. Produkti genov, 
ki so povezani z okužbami, pripomorejo k patogenosti organizma in delujejo kot virulentni 
faktorji. Pri C. albicans so odkrili več virulentnih dejavnikov. Med najpomembnejše spadajo 
adhezini, morfološki prehod iz ene oblike v drugi, izločeni hidrolitični encimi in fenotipsko 
preklapljanje (Tsai in sod., 2013). 
2.4.2.1 Morfološko prehajanje C. albicans 
Pri patogenosti C. albicans ima veliko vlogo reverzibilno prehajanje iz kvasne oblike v 
obliko hife. Hifne celice lahko spodbujajo invazijo tkiv, medtem ko kvasna oblika celic 
omogoča razširjanje patogena (Champoux in sod., 2004; Tsai in sod., 2013). 
V histoloških preparatih se hife opazijo šele, ko C. albicans začne prodirati, bodisi 
površinsko ali v globlja tkiva. Ta prehod v hifno obliko lahko in-vitro nadzorujemo z 
manipulacijo pogojev okolja, ni pa točno znano, kaj sproži spremembo pri človeški bolezni. 
Znano je, da so morfološke oblike povezane tudi s številnimi adhezivnimi faktorji. Hife C. 
albicans so sposobne tvoriti močne povezave s človeškimi epitelijskimi celicami. Mediator 
te povezave je lahko površinski protein Hwp1, ki ga najdemo le na površini zarodnih cevi in 
hif. Ta protein ima kislo amino sekvenco, ki je podobna sekvenci substrata keratinocitnih 
transaminaz sesalcev, ki tvorijo navzkrižne vezi med epitelijskimi proteini. S tem 
mehanizmom celica uporabi gostiteljeve encime, za vezavo patogena na epitelijske celice. 
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Pri vezavi patogena na komponente zunajceličnega matriksa lahko sodelujejo tudi drugi 
manoproteini, ki so podobni komponentam na endotelijski celici. Takšne molekule so npr. 
fibronektin, kolagen, laminin (Slika 15). Hife izločajo tudi proteinaze in fosfolipaze, ki lahko 
prebavijo epitelijske celice in olajšajo invazijo (Champoux in sod., 2004). 
 
 
Slika 15: Pritrditev C. albicans in invazija (Champoux in sod., 2004) 
Površinski receptorji glukomanana na kvasovkah se lahko vežejo na fibronektin epitelijskih celic ali na 
elemente zunajceličnega matriksa (ECM). Invazija je povezana s tvorbo hif in proizvodnjo proteinaz, ki lahko 
razgradijo tkivne elemente. 
Morfološko prehajanje C. albicans regulira zapletena mreža signalnih poti, ki jo nadzorujejo 
geni, povezani z morfološkimi oblikami. Signali in regulacija se aktivira z različnimi 
okoljskimi signali, vključno s serumom, N-acetil-D-glukozaminom, nevtralnih pH, 
temperaturo 37 ºC, 5 % CO2 in primanjkovanjem hranil (Tsai in sod., 2013). 
2.4.2.2 Adhezija C. albicans 
Adhezini so molekule, ki omogočajo vezavo celice C. albicans na različne površine Vezava 
celice na tkiva gostitelja je začeten in kritičen korak pri mikrobnih okužbah. C. albicans 
najprej kolonizira površino epitelijskih celic v sluznici. Tu se lahko tudi razmnožuje. Nato 
lahko sledi invazija, razširjanje celic in poškodbe tkiv (Tsai in sod., 2013; Calderone in 
Fonzi, 2001). 
Zunanji sloj celične stene C. albicans ima vezane raznolike ogljikove hidrate in beljakovine, 
ki se lahko povežejo z gostiteljevimi proteini, epitelijskimi in endotelijskimi celicami. Poleg 
tega se lahko C. albicans veže tudi na abiotske podlage, kot so na primer medicinske 
naprave, kjer lahko tvori biofilm. Biofilm in planktonska celica se v več pogledih razlikujeta, 
med drugim sta tudi različno občutljiva na odziv imunskega sistema gostitelja in na 
protiglivična sredstva. Biofilm predstavlja tudi rezervoar patogenih celic, ki se nenehno 
sproščajo v okolje, kar lahko vodi v dolgotrajne okužbe (Tsai in sod., 2013).  
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V dosedanjih raziskavah so odkrili več molekul C. albicans, ki so povezane z adherenco 
celic. Med najbolj poznane adhezine C. albicans sodijo aglutininu podobna beljakovinska 
zaporedja (angl. agglutinin-like sequence, Als). Osem genov ALS (ALS1-ALS7 in ALS9) 
kodira glikoproteine, ki imajo podobno strukturo in so povezane s celično steno. N 
terminalni konec ALS proteinov vsebuje signalno sekvenco, imunoglobulinu podobno 
domeno in s treoninom bogato domeno, ki so vključeni v vezavo z ligandi. Ti proteini 
vsebujejo tudi centralno domeno, ki vsebuje aminokislinska zaporedja, ki so bogata s 
serinom in treoninom. C terminalni konec proteina ALS pa vsebuje glikozilfosfatidilinozitol 
(angl. glycosylphosphatidyl inositol, GPI) (Tsai in sod., 2013; Hoyer, 2001).  
Pri raziskovanju bakterije Saccharomyces cerevisiae z različnimi delecijami ALS genov so 
ugotovili, da sta proteina ALS1 in ALS5 povezana z vezavo celice na molekule 
zunajceličnega matriksa, kot so fibronektin, laminin in kolagen tipa IV. Ob deleciji gena 
ALS4 so opazili zmanjšanje vezave C. albicans na endotelijske celice, ni pa vplivalo na 
vezavo patogena na epitelijske celice. Proteina Als6 se lahko veže na kolagen, Als9 pa se 
veže na laminin (Tsai in sod., 2013; Hoyer, 2001).  
2.4.2.3 Izločanje hidrolitičnih encimov 
Raziskovalci so odkrili številne vrste hidrolitičnih encimov, ki jih izloča C. albicans. Ti 
encimi pomagajo C. albicans pri pridobivanju hranil znotraj gostitelja. Njihovo delovanje 
prispeva k vzpostavitvi in napredku okužbe, prav tako pa lahko manipulirajo z imunskim 
sistemom gostitelja, zato lahko izločanje hidrolitičnih encimov štejemo med virulentne 
dejavnike. Izražanje znotrajcelična distribucija encimov je odvisna od okoljskih dejavnikov 
(Naglik in sod., 2003; Cutler, 1991; Tsai in sod., 2013). 
Zunajcelična proteolitična aktivnost, ki je opisana za C. albicans, je posledica encima 
aspartil proteinaze, ki sestavljajo družin desetih encimov od SAP1 do SAP10 (angl. secreted 
aspartyl proteinase, SAP). Njihovo izražanje je odvisno tako od seva kvasovke kot tudi od 
okolja. In-vivo patogene vrste Candide med okužbo izločajo SAP. Pri raziskovanju so v 
laboratoriju opazili povezavo med stopnjo virulence in produkcijo proteinaz. Pri genetsko 
spremenjenih sevih so v živalskem modelu opazili manjšano stopnjo virulence. Encimi lahko 
razgradijo številne pomembne obrambne gostiteljske proteine, kot so imunoglobulini in 
komplement. To pripomore, da celice C. albicans lahko kolonizirajo gostitelja in prodrejo v 
gostiteljeva tkiva, izognejo pa se tudi molekulam imunskega sistema gostitelja (Naglik in 
sod., 2003; Cutler, 1991; Tsai in sod., 2013). 
Različni Sap proteini imajo edinstvene encimske lastnosti. Delujejo v različnih substratih. 
Sap1-3 proteini kažejo največjo aktivnost pri pH 3-5, medtem ko pa so Sap4-6 proteini 
najbolj aktivni pri pH 5-7. Takšni encimi omogočajo povzročitelju bolezni pri ljudeh razviti 
okužbe na različnih anatomskih mestih. Z razgradnjo različnih človeških beljakovin 
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omogočajo, da C. albicans uniči gostiteljske ovire in lahko prodre globoko v tkiva ali krvni 
obtok (Tsai in sod., 2013). 
Celice C. albicans izločajo tudi fosfolipazo A, B, C in D (angl. phospholipase A, B, C and 
D, PLA, PLB, PLC, PLD). Aktivnosti fosfolipaze štejemo med virulentne dejavnike, saj je 
z njimi povezana tako vezava patogena, kot tudi penetracija celične stene gostitelja in 
poškodbe tkiv. Fosfolipaze hidrolizirajo eno ali več estrskih povezav glicerofosfolipidov na 
membrani gostiteljske celice, s tem pa sproščajo maščobne kisline s fosfolipidov in 
lizofosfolipidov s hidrolizo acil ester vezi, zato so kritični dejavnik invazije tkiv. Med glavne 
fosfolipaze spada PLB, ki ima tako hidrolazno, kot tudi lizofosfolipazno-transacetilazno 
aktivnost (Cutler, 1991; Calderone, 2002, Tsai in sod., 2013). 
C. albicans ima tudi hemolitično aktivnost, kadar jo gojimo krvnem agarju z glukozo. Ta 
aktivnost je bila opažena predvsem v nepoškodovanih celicah, predvsem v hifah, molekule 
s hemolitično aktivnostjo pa so opazili tudi v samem gojišču. Te molekule C. albicans 
omogočajo pridobivanje železa iz hemoglobina, sproščenega po lizi rdečih krvničk, kar daje 
patogenu veliko prednost za rast v gostiteljevem okolju (Chaffin in sod., 1998). 
C. albicans izloča tudi serinsko peptidazo in vsaj devet lipaz. Peptidaza razgradi človeške 
serumske beljakovine in zunajcelični matriks, lipaze pa hidrolizirajo estrske vezi mono-, di- 
in triacilglicerolov (Tsai in sod., 2013). 
2.4.2.4 Fenotipsko preklapljanje 
Fenotipsko preklapljanje pomaga, da se C. albicans prilagodi različnim pogojem okolja v 
različnih človeških delih telesa. Fenotipsko preklapljanje omogoča C. albicans spontano in 
reverzibilno preklapljanje fenotipa, pri visokih frekvencah. Med bolj preučenimi sistemi 
preklapljanja je sistema seva WO-1, ki preklaplja med belimi, polkrožnimi kolonijami 
(označene kot bele – W (angl. white)) ter sivimi, ploščatimi kolonijami (označene kot 
neprozorne – O (angl. opaque)). Pri W-O preklapljanju se spreminja tudi oblika in velikost 
celic, njihova sposobnost tvorbe hif, lastnosti celične površine (npr. oprijem, prepustnost), 
membranska sestava, izločanje proteaz, tvorba biofilma, občutljivost na fagocite in 
oksidante, antigenost, občutljivost na zdravila in metabolizem (Tsai in sod., 2013).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL  
V magistrsko nalogo smo vključili dve različni bakterijski vrsti P. aeruginosa, S. aureus in 
kvasovko C. albicans (Preglednica 2). Uporabili smo kroglice znamke BioMérieux Bioball 
(BioMérieux, Marcy-l'Étoile, Francija), ki vsebujejo točno določeno število bakterij v vodni 
raztopini. V našem primeru smo uporabili Bioball kroglice s koncentracijo 10e8 CFU 
(celica, zmožna tvorbe kolonije, angl. colony-forming unit) in pa Bioball kroglice s točno 30 
bakterijami. 
Preglednica 2: Imena in sevi uporabljenih bakterij / kvasovk. 
Ime bakterije Bakterijski sev 
Pseudomonas aeruginosa NCTC 12924 
Staphylococcus aureus NCTC 10788 
Candida albicans NCPF 3179 
Pri eksperimentu smo poleg bakterij uporabili tudi različne laboratorijske aparate: 
• Homogenizator BagMixer (Interscience for microbiology, Saint Nom, Francija. 
• Homogenizacijske vrečke Golias (Golias d.o.o., Ljubljana, Slovenija 
• IUL dilutor (IUL S.A., Barcelona, Spain) 
• Microfil sistem za membransko filtracijo (Merck Millipore, Massachusetts, 
Združene države Amerike) 
• Millivac vakuumska črpalka (Merck Millipore, Massachusetts, Združene države 
Amerike) 
• Millipore filter 0,45 µm 47 mm (Merck Millipore, Massachusetts, Združene države 
Amerike) 
• Parni sterilizator A21 CA Kambič (Kambič, Semič, Slovenija) 
• Električni stresalnik Vibromax 10 (Domel, Železniki, Slovenija) 
• Tehtnica Mettler Toledo (Mettler Toledo, Ljubljana; Slovenija) 
• Zaščitna laminarna vertikalna komora LFVP 9 (IskraPio, Šentjernej, Slovenija) 
• Hladilnik Gorenje R6164W (Gorenje, Velenje, Slovenija) 
• Inkubator Memmert (Memmert GmbH + Co., Schwabach, Nemčija) 
• Petrijeve plošče Golias (Golias d.o.o., Ljubljana, Slovenija 
 
Za samo izvedbo pa smo potrebovali tudi različna gojišča, na katerih smo gojili bakterije. 
Uporabili smo triptični soja agar (angl. Tryptic soy agar, TSB) za bakterije in dekstrozni 
Sabouraud agar (angl. Sabouraud dextrose agar medium, SDA), Eugon bujon (BioMérieux, 
Marcy-l'Étoile, Francija), PSDF (sol peptona – tekočina za redčenje, angl. Peptone Salt 
Dilution Fluid), destilirano vodo, predhodno sterilizirane tampone narejene iz bombažnih in 
viskoznih vlaken.  
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3.2.1. Validacija metode 
S samo validacijo metode smo želeli preveriti, kateri medij bi uporabili pri samem 
eksperimentu. Odločali smo se med Eugonom in PSDF. Prav tako smo želeli preveriti, da 
medij, ki smo ga uporabili v nadaljevanju eksperimenta ne vpliva negativno na rast bakterij. 
Medij nam omogoča, da iz tampona dobimo čim več bakterij. 
Večino sterilnega dela eksperimenta smo opravili v laminariju (LFVP 9). 
Najprej smo si pripravili ustrezna gojišča, ki smo jih sterilizirali v parnem sterilizator. 
Sterilizacija je potekala pri temperaturi 121 ºC in trajala od 20 do 30 minut. Ko je bila 
sterilizacija končana, smo gojišča nekoliko ohladili. Ohlajena gojišča smo nalili v sterilne 
petrijevke. Pri tem smo morali paziti, da je bilo delo sterilno.  
Najprej smo postopek opravili za Eugon. Tamponom, ki smo jih predhodno sterilizirali v 
avtoklavu smo s sterilno pinceto ob uporabi ognja sterilno odstranili zaščitno folijo. Tampon 
smo prenesli v sterilno homogenizacijsko vrečko. Nato smo Bioball kroglice raztopili v 5 µl 
rehidracijske raztopine. Celotno količino smo sterilno prenesli na tampon in v vrečko dodali 
še 9 ml Eugona. Homogenizacijsko vrečko smo vstavili v homogenizator in vse skupaj 
homogenizirali 2 minuti. Med homogenizacijo smo si v laminariju pripravili sistem za 
membransko filtracijo, katerega smo priključili na vakuumsko črpalko. Na sistem za 
membransko filtracijo smo položili Millipore filter 0,45 µm s premerom 47 mm. Ko je bila 
homogenizacija končana, smo celotno tekočino prefiltrirali na sistemu za membransko 
filtracijo. Pri tem smo poskušali iz tampona iztisniti čim več tekočine. Ko je bila vsa tekočina 
prefiltrirana, smo filter odstranili iz filtracijskega sistema in ga položili na agarsko ploščo z 
ustreznim gojiščem, ter vse skupaj v inkubatorju inkubirali 24 ur, na 37 ºC. 
Po končani inkubaciji smo prešteli kolonije, ki so zrasle na filtru. Ena kolonija pomeni ena 
bakterija, ki nam jo je uspelo pridobiti iz tampona.  
Takšen postopek smo ponovili za vse 3 mikroorganizme posebej za Eugon in posebej za 
PSDF. 
Ker s prvimi rezultati nismo bili zadovoljni, smo postopek ponovili, vendar le s PSDF, saj 
smo ugotovili, da nam Eugon ne ustreza. Tudi v drugem postopku rezultati niso bili ustrezni. 
V naslednjem poskusu smo se odločili, da bomo tampon skupaj z mikroorganizmi s pomočjo 
dilutorja redčili 1:10. Za redčenje smo uporabili PSDF. Predvidevali smo, da bo zaradi večje 
količine PSDF le-ta prišel v stik z mikroorganizmi na tamponu, posledično pa se bodo 
mikroorganizmi sprostili v PSDF. 
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Tega koraka validacije smo se lotili podobno kot pri prvem koraku. Ker smo predhodno 
ugotovili, da Eugon ne ustreza, smo v tem koraku eksperiment izvedli le s PSDF. Najprej 
smo predhodno steriliziranemu tamponu sterilno odstranili zaščitno folijo. Tampon smo 
prenesli v sterilno homogenizacijsko vrečko, ki je bila vpeta v dilutor. Nato smo Bioball 
kroglice raztopili v 5 µl rehidracijske tekočine. Celotno raztopino smo prenesli na tampon v 
homogenizacijski vrečki. V homogenizacijsko vrečko smo s pomočjo dilutorja dodali PSDF 
v razmerju 1:10 glede na težo tampona skupaj z raztopino mikroorganizmov. Vse skupaj 
smo nato homogenizirali 2 minuti na homogenizatorju. Po končani homogenizaciji smo 
celotno tekočino prefiltrirali skozi Millipore filter 0,45 µm premera 47 mm. Pri tem smo 
pazili, da smo tudi sam tampon čim bolj oželi. Ko je bila filtracija končana, smo filter 
prenesli na ustrezno gojišče, ter vse skupaj v inkubatorju inkubirali 24 ur pri 37 ºC. Po 
končani inkubaciji smo prešteli kolonije, ki so zrasle na filtru.  
Takšen postopek smo ponovili posebej na tamponih iz viskoznih vlaken in posebej na 
tamponih iz bombažnih vlaken, za vsak mikroorganizem posebej. 
S takšno validacijo metode smo pridobili koeficient za vsako vrsto tampona in 
mikroorganizma posebej. Ta koeficient smo uporabili na koncu, pri preračunu rezultatov, da 
smo dobili okvirno število mikroorganizmov, dobljenih iz posameznega tampona. 
3.2.2 Inokulacija tamponov 
Pri izvedbi inokulacije tamponov smo se odločili, da bomo izvedli suho in mokro 
inokulacijo. Pri tem smo na en suh, sterilen tampon nanesli le raztopino z mikroorganizmi, 
na drugi suhi sterilni tampon pa smo poleg raztopine z mikroorganizmi dodali še vodo. S 
tem smo želeli prikazati pomen vode za preživetje mikroorganizmov. Določili smo si tudi 4 
kontrolne točke in sicer ob času nič (T0), 7 dni po inokulaciji (T7), 14 dni po inokulaciji 
(T14) in pa 28 dni po inokulaciji (T28). Za točko T0 smo si določili inkubacijo 2 uri. 
3.2.2.1 Suha inokulacija 
Za suho inokulacijo smo si najprej pripravili ustrezno koncentracijo mikroorganizmov, ki 
smo jih nato inokulirali na posamezne tampone. Zaradi bolj natančnega števila 
mikroorganizmov, smo se odločili za uporabo Bioball kroglic s koncentracijo 10e8 CFU. 
Odločili smo se, da bomo tampone inokulirali s koncentracijo 10e5 CFU. Ustrezno 
koncentracijo smo si pripravili tako, da smo Bioball kroglico rehidrirali v 1 ml destilirane 
vode. 1 ml te raztopine smo prenesli v 9 ml destilirane vode in tako dobili koncentracijo 
10e7 CFU.  1 ml 10e7 CFU raztopine smo nato prenesli še v 9 ml destilirane vode in tako 
dobili koncentracijo 10e6 CFU. S to koncentracijo smo nato delali svojo inokulacijo 
tampona. Inokulacijo tampona smo izvedli tako, da smo 100 µl raztopine mikroorganizmov, 
s koncentracijo 10e6 CFU prenesli na tampon, ki smo mu predhodno sterilno odstranili 
zaščitno folijo in ga prenesli v homogenizacijsko vrečko. S tem smo na tampon prenesli 
bakterijsko/kvasno kulturo s koncentracijo 10e5 CFU. Preden smo tampon prenesli v 
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homogenizacijsko vrečko, smo na dilutorju le-to starirali. Tako smo lahko na koncu 
inokulacije odčitali težo inokuliranega tampona, kar nam je omogočalo določanje števila 
preživelih mikroorganizmov.  
Suho inokulacijo smo na takšen način opravili za vsak mikroorganizem posebej, tako za 
tampon iz bombažnih vlaken, kot tudi za tampon iz viskoznih vlaken. Suho inokulacijo pa 
smo pripravili tudi za vsako kontrolno točko posebej (Preglednica 3). 
Preglednica 3: Volumen in koncentracija dodane bakterijske kulture za vsako vrsto bakterije, tampona 
ter za vsako časovno točko. 
Tampon Bakterijska 
vrsta 
C (n) V (n) C (t) T 
bombaž S. aureus 10e6 100 µl 10e5 0 
bombaž S. aureus 10e6 100 µl 10e5 7 
bombaž S. aureus 10e6 100 µl 10e5 14 
bombaž S. aureus 10e6 100 µl 10e5 28 
bombaž P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 0 
bombaž P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 7 
bombaž P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 14 
bombaž P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 28 
bombaž C. albicans 10e6 100 µl 10e5 0 
bombaž C. albicans 10e6 100 µl 10e5 7 
bombaž C. albicans 10e6 100 µl 10e5 14 
bombaž C. albicans 10e6 100 µl 10e5 28 
viskoza S. aureus 10e6 100 µl 10e5 0 
viskoza S. aureus 10e6 100 µl 10e5 7 
viskoza S. aureus 10e6 100 µl 10e5 14 
viskoza S. aureus 10e6 100 µl 10e5 28 
viskoza P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 0 
viskoza P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 7 
viskoza P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 14 
viskoza P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 28 
viskoza C. albicans 10e6 100 µl 10e5 0 
viskoza C. albicans 10e6 100 µl 10e5 7 
viskoza C. albicans 10e6 100 µl 10e5 14 
viskoza C. albicans 10e6 100 µl 10e5 28 
Legenda: C (n) - koncentracija bakterijske kulture, ki smo jo nanesli, V (n) - volumen bakterijske kulture, ki 
smo ga nanesli. C (t) - koncentracija bakterijske kulture na tamponu, T - čas inokulacije (v dnevih). 
3.2.2.2 Mokra inokulacija 
Pri mokri inokulaciji si posamezne redčitve bakterijskih/kvasnih kultur nismo pripravljali, 
saj smo si zadostne količine pripravili že pri suhi inokulaciji. Obe inokulaciji smo izvajali 
hkrati. Tako smo pri mokri inokulaciji uporabili bakterijsko kulturo koncentracije 10e6 CFU. 
Tudi v tem primeru smo na tampon, ki smo mu predhodno odstranili zaščitno folijo in ga 
položili v homogenizacijsko vrečko, dodali 100 µl bakterijske/kvasne kulture s 
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koncentracijo 10e6 CFU. S tem smo na tampon prenesli bakterijske/kvasne kulture 
koncentracije 10e5 CFU. Ker smo izvajali mokro inokulacijo, smo na tampon dodali še 0,99 
ml destilirane vode. Tudi tu smo pred prenosom tampona v homogenizacijsko vrečko, na 
IUL dilutorju le-to starirali in na koncu inokulacije odčitali težo inokuliranega tampona, 
preden smo mu dodali še destilirano vodo. 
Mokro inokulacijo smo na takšen način pripravili za vsak mikroorganizem posebej, tako za 
tampon iz bombažnih vlaken, kot tudi za tampon iz viskoznih vlaken. Mokro inokulacijo pa 
smo pripravili tudi za vsako kontrolno točko posebej (Preglednica 4). 
Preglednica 4: Volumen in koncentracija dodane bakterijske kulture in volumen dodane destilirane 
vode za vsako vrsto bakterije in tampona, za vsako časovno točko. 
Tampon Bakterijska 
vrsta 
C (n) V (n) C (t) V (ds) T 
bombaž S. aureus 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 0 
bombaž S. aureus 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 7 
bombaž S. aureus 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 14 
bombaž S. aureus 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 28 
bombaž P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 0 
bombaž P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 7 
bombaž P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 14 
bombaž P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 28 
bombaž C. albicans 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 0 
bombaž C. albicans 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 7 
bombaž C. albicans 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 14 
bombaž C. albicans 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 28 
viskoza S. aureus 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 0 
viskoza S. aureus 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 7 
viskoza S. aureus 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 14 
viskoza S. aureus 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 28 
viskoza P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 0 
viskoza P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 7 
viskoza P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 14 
viskoza P. aeruginosa 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 28 
viskoza C. albicans 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 0 
viskoza C. albicans 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 7 
viskoza C. albicans 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 14 
viskoza C. albicans 10e6 100 µl 10e5 0,99 ml 28 
Legenda: C (n) - koncentracija bakterijske kulture, ki smo jo nanesli, V (n) - volumen bakterijske kulture, ki 
smo ga nanesli, C (t) - koncentracija bakterijske kulture na tamponu, V (ds) - volumen dodane destilirane vode, 
T - čas inokulacije (v dnevih). 
3.2.3 Določanje števila CFU 
Za vsako kontrolno točko je bilo potrebno po koncu predvidenega časa inkubacije določiti 
število preživelih mikroorganizmov, ki smo ga izrazili v številu kolonijskih enot (CFU).  
Jordan Potočnik S. Rast mikroorganizmov na higienskih tamponih.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
 
40 
3.2.3.1 Suha inokulacija 
Po končani inkubaciji smo homogenizacijsko vrečko s celotno vsebino prenesli na dilutor. 
Tu smo v vrečko dodali PSDF v razmerju 1:10 glede na težo tampona, ki smo jo odčitali 
pred samo inkubacijo. Ko smo dodali ustrezno količino PSDF, smo vrečko prenesli na 
homogenizator, kjer smo vse skupaj homogenizirali 2 minuti. Po končani homogenizaciji 
smo vrečko nagnili tako, da je tekočina bila na enem koncu vrečke, tampon pa smo držali na 
drugem vogalu vrečke in ga poskušali čim bolj ožeti. Ker smo k tamponu dodali PSDF v 
razmerju 1:10, smo glede na inokulirano koncentracijo 10e5 CFU, v tekočini dobili 
koncentracijo 10e4 CFU. Ker za določanje števila CFU potrebujemo števne agarske plošče, 
smo pripravili še koncentraciji 10e3 in 10e2. Pri tem smo imeli v mislih, da so vsi 
mikroorganizmi, ki so bili na tampon inokulirani preživeli in bi tako zagotovo dobili števne 
plošče. Koncentracijo 10e3 CFU smo si pripravili tako, da smo 1 ml koncentracije 10e4 CFU 
prenesli v 9 ml destilirane vode. Nato smo 1 ml redčitve s koncentracijo 10e3 CFU prenesli 
naprej še v 9 ml destilirane vode in tako dobili še koncentracijo 10e2 CFU. Iz vseh treh 
redčitev smo v posamezno petrijevo ploščo prenesli 1 ml tekočine in to prelili z agarnim 
gojiščem. Ko smo agarno gojišče vlili v petrijevo ploščo, smo le-to pokrili s pokrovom in 
nekajkrat s krožnimi gibi premešali. Nato smo pustili, da se agarna plošča posuši in jo nato 
inkubirali v inkubatorju, 24 ur pri 37 ºC. Po končani inkubaciji smo prešteli število 
posameznih bakterijskih kolonij na posamezni agarni plošči in preračunali število CFU na 
ml. 
Te korake smo ponovili za vse mikroorganizme na vseh tamponih s suho inokulacijo. Za 
vsak primer smo pripravili dve paralelki. 
3.2.3.2 Mokra inokulacija 
Po končani inkubaciji smo homogenizacijsko vrečko s celotno vsebino prenesli na dilutor. 
Tu smo v vrečko dodali PSDF v razmerju 1:10 glede na težo tampona, ki smo jo odčitali 
pred samo inkubacijo, pri tem pa smo odšteli 0,99 ml, ki smo ga tamponu dodali že ob sami 
inokulaciji. Teža posameznega tampona in količina dodanega PSDF je za vsak 
mikroorganizem posebej razvidno v Preglednici 5, Preglednici 6 in Preglednici 7. Ko smo 
dodali ustrezno količino PSDF, smo vrečko prenesli na homogenizator BagMixer, kjer smo 
vse skupaj homogenizirali 2 minuti. Po končani homogenizaciji smo vrečko nagnili tako, da 
je tekočina bila na enem koncu vrečke, tampon pa smo držali na drugem vogalu vrečke in 
ga poskušali čim bolj ožeti. Ker smo k tamponu dodali PSDF v razmerju 1:10, smo glede na 
inokulirano koncentracijo 10e5 CFU, v tekočini dobili koncentracijo 10e4 CFU. Ker za 
določanje števila CFU potrebujemo števne agarske plošče, smo pripravili še koncentraciji 
10e3 in 10e2. Pri tem smo imeli v mislih, da so vsi mikroorganizmi, ki so bili na tampon 
inokulirani preživeli in bi tako zagotovo dobili števne plošče. Koncentracijo 10e3 CFU smo 
si pripravili tako, da smo 1 ml koncentracije 10e4 CFU prenesli v 9 ml destilirane vode. Nato 
smo 1 ml redčitve s koncentracijo 10e3 CFU prenesli naprej še v 9 ml destilirane vode in 
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tako dobili še koncentracijo 10e2 CFU. Iz vseh treh redčitev smo v posamezno petrijevo 
ploščo prenesli 1 ml tekočine in to prelili z agarnim gojiščem. Ko smo agarno gojišče vlili v 
petrijevo ploščo, smo le-to pokrili s pokrovom in nekajkrat s krožnimi gibi premešali. Nato 
smo pustili, da se agarna plošča posuši in jo nato inkubirali v inkubatorju, 24 ur pri 37 ºC. 
Po končani inkubaciji smo prešteli število posameznih bakterijskih kolonij na posamezni 
agarni plošči in preračunali število CFU na ml. 
Te korake smo ponovili za vse mikroorganizme na vseh tamponih z mokro inokulacijo. Za 
vsak primer smo pripravili dve paralelki. 
Preglednica 5: Teža posameznega tampona in dodana količina PSDF za Staphylococcus aureus, v 
posamezni kontrolni točki. 
Kontrolna točka Teža tampona (g) Dodana količina PSDF (ml) 
Bombaž T0 2,9 26,1 
Bombaž T7 2,9 26,1 
Bombaž T14 2,8 25,2 
Bombaž T28 2,8 25,2 
Bombaž mokri T0 2,8 24,21 
Bombaž mokri T7 2,7 23,31 
Bombaž mokri T14 2,8 24,21 
Bombaž mokri T28 2,7 24,31 
Viskoza T0 2,5 22,5 
Viskoza T7 2,5 22,5 
Viskoza T14 2,4 21,6 
Viskoza T28 2,6 23,4 
Viskoza mokri T0 2,4 20,61 
Viskoza mokri T7 2,4 20,61 
Viskoza mokri T14 2,5 21,51 
Viskoza mokri T28 2,4 21,61 
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Preglednica 6: Teža posameznega tampona in dodana količina PSDF za Candida albicans, v posamezni 
kontrolni točki. 
Kontrolna točka Teža tampona (g) Dodana količina PSDF (ml) 
Bombaž T0 2,8 25,2 
Bombaž T7 2,9 26,1 
Bombaž T14 2,8 25,2 
Bombaž T28 2,7 24,3 
Bombaž mokri T0 3,0 26,01 
Bombaž mokri T7 2,9 25,11 
Bombaž mokri T14 2,8 24,21 
Bombaž mokri T28 2,8 24,21 
Viskoza T0 2,7 24,3 
Viskoza T7 2,5 22,5 
Viskoza T14 2,7 24,3 
Viskoza T28 2,4 21,6 
Viskoza mokri T0 2,4 20,61 
Viskoza mokri T7 2,4 21,61 
Viskoza mokri T14 2,5 21,51 
Viskoza mokri T28 2,5 21,51 
Preglednica 7: Teža posameznega tampona in dodana količina PSDF za Pseudomonas aeruginosa, v 
posamezni kontrolni točki. 
Kontrolna točka Teža tampona (g) Dodana količina PSDF (ml) 
Bombaž T0 2,8 25,2 
Bombaž T7 2,8 25,2 
Bombaž T14 2,9 26,1 
Bombaž T28 2,8 25,2 
Bombaž mokri T0 2,8 24,21 
Bombaž mokri T7 2,9 25,11 
Bombaž mokri T14 2,8 24,21 
Bombaž mokri T28 2,9 25,11 
Viskoza T0 2,4 21,6 
Viskoza T7 2,4 21,6 
Viskoza T14 2,4 21,6 
Viskoza T28 2,5 22,5 
Viskoza mokri T0 2,5 21,51 
Viskoza mokri T7 2,4 20,61 
Viskoza mokri T14 2,5 21,51 
Viskoza mokri T28 2,5 21,51 
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Na začetku eksperimenta smo validirali metodo. Tekom validacije smo želeli preveriti kateri 
medij je bolj primeren za naš eksperiment. Odločali smo se med Eugonom in PSDF.  
Tekom validacije se je izkazalo, da je za naš eksperiment bolj primeren PSDF, saj se je pri 
Eugonu izkazalo, da se tekom homogenizacije tampona močno peni, kar je otežilo iztis 
bakterij. Posledično smo pri uporabi Eugona iz tampona dobili manj mikroorganizmov v 
primerjavi s PSDF. Med samo validacijo smo ugotovili tudi, da moramo prilagoditi količino 
dodanega medija, saj se je izkazalo, da pri premajhni količini medija ne uspemo iztisniti 
ustrezne količine bakterij. Do tega je verjetno prišlo predvsem zato, ker je tampon vpil 
celotno količino medija in je še vedno v veliki večini ostal suh. Tako medij ni prišel v stik z 
vsemi mikroorganizmi na tamponu, zato se le-ti niso mogli izločiti v PSDF. Ob povečanju 
dodanega volumna medija, smo uspeli iz tampona iztisniti večje število mikroorganizmov, 
saj je medij uspel priti v stik z mikroorganizmi, kar pa je med homogenizacijo tampona 
omogočilo izločane mikroorganizmov v medij (PSDF). 
Ko smo uspeli validirati metodo, smo se lotili suhe in mokre inokulacije tamponov iz 
bombažnih in viskoznih vlaken. Higienske tampone smo inokulirali z referenčnimi sevi treh 
mikroorganizmov, patogenima bakterijama S. aureus NCTC 10788 in P. aeruginosa NCTC 
12924 ter kvasovko C. albicans NCPF 3179. Inokulirane tampone smo inkubirali in v 
različnih časovnih točkah preverili število CFU/ml. Za točko T0 smo si določili inkubacijsko 
dobo 2 uri, tako pa smo CFU določili še v T7 (po 7 dneh inkubacije), T14 (14 dni inkubacije) 
in T28 (28 dni inkubacije).  
Preglednica 8: Število CFU/ml v posamezni kontrolni točki, za posamezno vrsto tampona za bakterijo 
vrste Staphylococcus aureus. 
Vrsta tampona 
Kontrolna točka 
T0 T7 T14 T28 
Bombaž 2,4x10e4 1,0x10e3 0 0 
Bombaž+ H2O 3,1x10e4 1,5x10e5 1,2x10e4 1,3 
Viskoza 2,2x10e4 6,7 0 0 
Viskoza+ H2O 3,8x10e4 3,0x10e3 0 0 
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Slika 16: Število CFU/ml v posamezni kontrolni točki, za posamezno vrsto tampona za bakterijo vrste 
Staphylococcus aureus 
Kot je razvidno iz Preglednice 8 in Slike 16 je pri S. aureus na suhem tamponu iz bombažnih 
vlaken število CFU/ml iz začetnega števila 2,4x10e4 že v naslednji kontrolni točki padlo za 
10e1, v tretji in četrti točki pa je število CFU/ml že znašalo 0. 
Na suhem tamponu iz viskoznih vlaken je bil ta padec števila CFU/ml še izrazitejši, saj je iz 
prve kontrolne točke število v drugi kontrolni točki padlo celo za 10e4, v tretji in četrti 
kontrolni točki pa je prav tako kot na tamponu iz bombažnih vlaken število že padlo na 0 
CFU/ml. 
Pri mokri inokulaciji je na tamponu iz bombažnih vlaken iz prve kontrolne točke v drugo 
kontrolno točko prišlo do povečanja števila CFU/ml za 10e1, kar nakazuje na to, da je prišlo 
do razmnoževanja. Vendar pa razmnoževanje ni trajalo dolgo, saj je že v tretji kontrolni točki 
prišlo do padca števila CFU/ml za 10e1, v četrti kontrolni točki pa je bil padec še bolj izrazit, 
saj je število CFU/ml padlo kar za 10e4. 
Na tamponu iz viskoznih vlaken pri mokri inokulaciji do samega razmnoževanja bakterije 
ni prišlo, saj je že v drugi kontrolni točki viden padec števila CFU/ml za 10e1, je pa v primeru 
mokre inokulacije v primerjavi s suho inokulacijo bil padec števila CFU/ml počasnejši. 
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Preglednica 9: Število CFU/ml v posamezni kontrolni točki, za posamezno vrsto tampona za bakterijo 
vrste Pseudomonas aeruginosa 
Vrsta tampona 
Kontrolna točka 
T0 T7 T14 T28 
Bombaž 3,1x10e3 20 0 0 
Bombaž+ H2O 7,9x10e3 10e8 10e8 2,4x10e6 
Viskoza 3,5x10e3 1,7 0 0 
Viskoza+ H2O 1,9x10e4 10e8 10e8 6,8x10e6 
 
 
Slika 17: Število CFU/ml v posamezni kontrolni točki, za posamezno vrsto tampona za bakterijo vrste 
Pseudomonas aeruginosa. 
Kot je razvidno iz Preglednice 9 in Slike 17 je pri P. aeruginosa v primeru suhe inokulacije 
tako v primeru tampona iz bombažnih vlaken kot tudi iz viskoznih vlaken že v drugi 
kontrolni točki opazen padec števila CFU/ml. V primeru tampona iz bombažnih vlaken je 
število CFU/ml v drugi kontrolni točki malenkost višji kot pri tamponu iz viskoznih vlaken, 
v tretji in četrti točki pa je število CFU/ml v obeh primerih že znašalo 0. 
Pri mokri inokulaciji je na tamponu iz bombažnih in viskoznih vlaken prišlo do občutnega 
povečanja števila mikroorganizmov. Prišlo je do takšnega povečanja, da so bile agarne 
plošče po inkubaciji v točkah T7 in T14 neštevne, zato smo za lažji prikaz rezultatov 
prevzetil število CFU 10e8. V točki T28 pa je prišlo do padca števila CFU/ml, saj so bile 
agarne plošče ponovno števne. 
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Preglednica 10: Število CFU/ml v posamezni kontrolni točki, za posamezno vrsto tampona za kvasovko 
vrste Candida albicans 
Vrsta tampona 
Kontrolna točka 
T0 T7 T14 T28 
Bombaž 1,7x10e4 65 0 0 
Bombaž+ H2O 2,0x10e4 3,6x10e5 8,1x10e5 3,9x10e5 
Viskoza 3,0x10e4 0 0 0 
Viskoza+ H2O 3,6x10e4 >2,1x10e6 2,1x10e6 7,1x10e5 
 
 
Slika 18: Število CFU/ml v posamezni kontrolni točki, za posamezno vrsto tampona za kvasovko vrste 
Candida albicans 
Kot je razvidno iz Preglednice 10 in Slike 18 je pri C. albicans tako kot pri obeh predhodnih 
mikroorganizmih v primeru suhe inokulacije število CFU/ml na obeh vrstah tampona že v 
T7 močno padlo. Na tamponu iz viskoznih vlaken je padec še bolj izrazit kot pri tamponu iz 
bombažnih vlaken, saj je razvidno da je v T7 število CFU/ml pri viskozi 0, pri bombažu pa 
je še nekaj preživelih mikroorganizmov. V obeh primerih pa je v naslednjih kontrolnih 
točkah število CFU/ml že padlo na 0 CFU/ml. 
V primeru mokre inokulacije je prišlo do povečanja števila CFU/ml. Do večjega povečanja 
števila je prišlo v primeru tampona iz viskoznih vlaken, saj so bile plošče v točki T7 
neštevne. Tudi v tem primeru smo zaradi bolj nazornega prikaza rezultatov prevzeli 10e8. V 
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točkah T14 in T28 je v primeru viskoze vidno padanje števila CFU/ml. Pri tamponu iz 
bombažnih vlaken pa je število v točkah T7, T14 in T28 ves čas približno enako in večjega 
padca ali naraščanja števila CFU/ml ni zaznati. 
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Večkrat je že bila dokazana povezava med uporabo higienskih tamponov in pojavom 
menstrualnega sindroma toksičnega šoka, ki ga povzroča toksin TSST-1, ki ga izloča 
bakterija S. aureus. Ker tamponi kot končni produkt niso sterilni, je okužba s to bakterijo 
seveda možna. Za sam razvoj okužbe pa ne zadošča le prisotnost patogena na tamponu. 
Pomembno vlogo pri razvoju okužbe ima tudi okolje. 
Ob uporabi higienskega tampona se lahko ob neustrezni uporabi ustvarijo pogoji, ustrezni 
za proizvodnjo toksina TSST-1. Toksin se absorbira in začne krožiti po telesu, kjer s svojo 
superantigensko značilnostjo sproži sindrom toksičnega šoka. TSS, je večsistemska, smrtno 
nevarna bolezen, ki se začne s klinično sliko, podobno gripi. Kasneje se lahko simptomi hitro 
poslabšajo in če ne pride do pravočasnega ustreznega zdravljenja, lahko pride do odpovedi 
večih organskih sistemov. 
Danes je za ustrezno kakovost higienskih tamponov poskrbljeno s številnimi predpisi in 
smernicami, katerim sledijo proizvajalci. Pri mikrobiološki kakovosti higienskih tamponov 
je pomembna predvsem odsotnost patogenih bakterij S. aureus, P. aeruginosa in 
oportunistične kvasovke C. albicans. 
Kljub odsotnosti patogene bakterije S. aureus na higienskih tamponih, lahko pride do razvoja 
TSS, saj je ta bakterija kot del normalne mikrobiote prisotna na sluznicah in koži pri kar 20-
50 % ljudi. Čeprav imajo nekatere ženske v normalni mikrobioti prisotne seve S. aureus, ki 
ne izločajo TSST-1, je vseeno izrednega pomena, da za svojo varnost tekom uporabe 
higienskih tamponov upoštevajo navodila za uporabo. Pri tem je zelo pomemben čas 
vstavitve higienskega tampona v nožnico. Pomembno je, da tampona ne uporabljamo več 
kot 8 ur, saj je bilo dokazano, da se toksin TSST-1 izloča v stacionarni fazi rasti, ki pa jo 
bakterija S. aureus doseže po približno 8 urah.  
Z eksperimentom smo želeli preučiti stabilnost inokuliranih mikroorganizmov v realnih 
pogojih shranjevanja tamponov in s tem dokazati, da v času od proizvodnje tampona do 
njegove dostopnosti končni uporabnici, morebitni prisotni patogeni mikroorganizmi ne 
preživijo. V primeru tamponov, katerim je bila dodana fiziološka raztopina, pa smo želeli 
ugotoviti vpliv ostankov hranil v materialu tamponov na preživetje patogenih 
mikroorganizmov. 
Tamponi, ki vsebujejo bombažna vlakna vsebujejo več hranil, saj je le-ta produkt rastline 
Gossypium spp, ki se goji brez pesticidov ali z omejenimi, izbranimi pesticidi. Viskozna 
vlakna pridobivajo iz celulozne pulpe. Takšna vlakna ne vsebuje veliko hranil, ker ne raste 
v naravi, tako kakor bombaž. 
V primeru suhe inokulacije, je pri vseh treh uporabljenih mikroorganizmih viden hiter padec 
števila CFU/ml, vendar pa je bil pri vseh treh mikroorganizmih padec števila CFU/ml 
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počasnejši na tamponu iz bombažnih vlaken. Na viskozi je že v T7 število CFU/ml padlo na 
nič ali pa je bilo preživelih le še nekaj celic, ki pa do naslednje kontrolne točke T14 prav 
tako niso preživele. 
Po teh rezultatih sodeč lahko rečemo, da smo potrdili našo domnevo, da bodo 
mikroorganizmi dlje časa preživeli na tamponih iz bombažnih vlaken, saj le-ti vsebujejo več 
hranil kot tamponi iz viskoznih vlaken. Iz rezultatov je razvidno, da je število CFU/ml pri 
vseh treh mikroorganizmih hitreje padlo na tamponih iz viskoznih vlaken. 
V primeru mokre inokulacije smo pričakovali, da se bo število CFU/ml povečalo. 
Pri S. aureus je število na bombažu najprej naraslo, v naslednji kontrolni točki T14 pa je 
število začelo že padati, padec pa se nadaljuje tudi v T28. V primeru viskoznih vlaken rasti 
nismo opazili, saj je že v točki T7 število CFU/ml padlo za 10e1, v naslednjih dveh točkah 
T14 in T28 pa je bilo število CFU/ml že 0. Iz teh rezultatov je videti, da voda pomaga pri 
preživetju mikroorganizmov, saj je na tamponih iz bombažnih vlaken vidna celo rast 
mikroorganizmov, na tamponih iz viskoznih vlaken pa je viden počasnejši padec števila 
CFU/ml kot pri suhi inokulaciji, kar nakazuje na to, da so mikroorganizmi imeli zaradi 
dodane fiziološke raztopine verjetno lažji dostop do hranil v vlaknih tampona. Je pa na 
bombažnem tamponu v primerjavi s tamponom iz viskoznih vlaken vidno povečanje števila, 
saj je v bombažnih vlaknih tampona na voljo več hranilnih snovi kot v viskoznih vlaknih 
tampona. 
 
Pri P. aeruginosa je na tamponu iz bombažnih in viskoznih vlaken prišlo do občutnega 
povečanja števila mikroorganizmov. Prišlo je do takšnega povečanja, da so bile agarne 
plošče po inkubaciji v točkah T7 in T14 neštevne, zato rezultatov ne moremo podati. V točki 
T28 pa so agarne plošče bile števne, kar nakazuje na to, da je med inkubacijo prišlo do rasti, 
proti koncu inkubacije pa je število CFU/ml že pričelo padati. Verjetno je število začelo 
padati zaradi porabljenih hranil v vlaknih tampona. Je pa na tamponu iz viskoznih vlaken 
prišlo do večjega preskoka v številu CFU/ml, saj je v točki T28 bilo še vedno kar 6,8x10e6 
CFU/ml, na tamponu iz bombažnih vlaken pa je bilo število v T28 manjše in sicer 2,4x10e6 
CFU/ml, kar ni skladno z našo domnevo, da bodo mikroorganizmi dlje časa preživeli na 
tamponih iz bombažnih vlaken. 
Pri C. albicans se podobno kot pri P. aeruginosa kaže večje povečano število CFU/ml na 
tamponih iz viskoznih vlaken, kot na tamponih iz bombažnih vlaken. Na bombažu je število 
CFU/ml sprva narastlo, nato pa je število skozi vse kontrolne točke ostalo skoraj 
nespremenjeno. Na viskozi pa je na začetku opažena močna rast, saj so bile plošče v točki 
T7 neštevne. V točki T14 pa so bile plošče že števne, kar nakazuje na padec števila preživelih 
kvasovk med točkama T7 in T14. Padec števila preživelih kvasovk se nadaljuje tudi v točko 
T28. Iz teh rezultatov je razvidno, da je na tamponih iz viskoznih vlaken prišlo do hitrejšega 
povečanja števila CFU/ml kot na tamponih iz bombažnih vlaken, a hkrati je na tamponih iz 
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viskoznih vlaken število CFU/ml pričelo hitreje padati, saj je števil padlo že iz točke T7 na 
točko T14, pri tamponih iz bombažnih vlaken pa je število CFU/ml začelo padati šele med 
točkama T14 in T28, pa še to zelo malo. 
Naša domneva je bila, da se bo C. albicans izkazala za najmanj občutljiv mikroorganizem, 
vendar pa se v našem primeru to ni izkazalo. Sodeč po naših rezultati je na suhih tamponih 
najbolj vzdržljiva bakterija S. aureus, na mokrih tamponih pa P. aeruginosa. 
Iz vseh rezultatov skupaj lahko sklepamo, da je uporaba higienskih tamponov ob 
upoštevanju navodil za uporabo varna, saj v času od proizvodnje tampona do njegove 
dostopnosti končni uporabnici morebitni prisotni patogeni mikroorganizmi zaradi nizke 
dostopnosti hranim in vodne aktivnosti ne preživijo. To je razvidno tudi iz tega, da je pri 
suhih tamponih število CFU/ml znašalo 0 že na sredini našega eksperimenta, pri mokrih 
tamponih pa je število CFU/ml na koncu našega eksperimenta tudi pričelo upadati, kar je 
verjetno posledica nizke vsebnosti hranilnih snovi. Prav tako pa je potrebno poudariti, da je 
za varno uporabo higienskih tamponov potrebno tudi ustrezno shranjevanje. Tampone je 
potrebno shranjevati v suhem prostoru in jih iz zaščitnega zavoja, ki jih ščiti pred vlago in 
umazanijo, vzeti tik pred uporabo. Iz naših rezultatov je razvidno, da dodatna vlaga 
pripomore k preživetju in celo namnožitvi patogenih bakterij.  
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Namen magistrske naloge je bil dokazati, da v času od proizvodnje tampona do njegove 
dostopnosti končni uporabnici morebitni prisotni patogeni mikroorganizmi zaradi nizke 
dostopnosti hranil in vodne aktivnosti ne preživijo. Na podlagi eksperimentalnega dela in 
dobljenih rezultatov lahko povzamemo:  
• da je po koncu inkubacije na suhih tamponih zaradi nižje vodne aktivnosti viden 
večji upad števila živih mikroorganizmov kot v primeru tamponov z dodano 
fiziološko raztopino, 
• da so mikroorganizmi dlje časa preživeli na tamponih iz bombaža, saj le-ti vsebujejo 
več hranil, 
• da sta bila najmanj občutljiva mikroorganizma bakteriji S. aureus in P. aeruginosa 
in ne kvasovka C. albicans. Za S. aureus je bil dokazan najmanjši upad števila pri 
suhih tamponih, za P. aeruginosa pa v primeru mokrih tamponov, 
• da je uporaba higienskih tamponov kljub temu, da niso sterilni, varna, saj vsi 
morebitni prisotni mikroorganizmi zaradi nizke dostopnosti hranil in vodne 
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V času menstruacije ženske najpogosteje posegajo po higienskih vložkih in tamponih. 
Vedno več žensk se odloča za uporabo higienskih tamponov. Ti so definirani kot masa 
bombaža, umetnih vlaken in drugih absorpcijskih materialov (Parsonnet in Modern, 1996; 
Weissfeld, 2010). 
Uporaba tamponov izhaja že iz 15. stoletja pred našim štetjem, ko so egipčanske ženske 
uporabljale tampone iz papirusa. Danes poznamo dve vrsti tamponov. Digitalni tampon 
ženska v nožnico vstavi s prsti, pri aplikatorskem tamponu pa je priložen aplikator, ki služi 
kot pomoč pri vstavitvi tampona (Weissfeld, 2010; Omar, 1998; Tosama, 2019). 
Ob povečani uporabi tamponov se je kmalu izkazalo, da je pri uporabi higienskih tamponov 
povečana možnost za pojav sindroma toksičnega šoka. Po prvih pojavih TSS je v ZDA 
nadzor za varnost in proizvodnjo higienskih tamponov prevzela FDA. Proizvajalci 
higienskih tamponov, ki so dostopni na ameriškem trgu, morajo slediti dobri proizvodni 
praksi, ki je zapisana v 21 CFR 820, sami tamponi pa morajo biti skladni s predpisi 21 CFR 
430. V drugih državah je nadzor nad varnostjo higienskih tamponov urejen zelo različno 
(npr. v Avstraliji, Kanadi, Severni Koreji so razvrščeni med medicinske pripomočke), v 
Evropi so tamponi predmeti splošne rabe in je za varnost le-teh odgovoren proizvajalec. 
Varnost tamponov proizvajalci zagotavljajo tudi z nadzorom mikrobiološke kakovosti. 
Evropska farmakopeja, ki so jo prevzeli številni proizvajalci predpisuje odsotnost patogenih 
bakterij Staphylococcus aureus in Pseudomonas aeruginosa, ter kvasovke Candida albicans 
(European Pharmacopoeia 8.0, 2013; CFR, 2019a; FDA, 2018; Weissfeld, 2010). 
V sklopu magistrske naloge smo želeli dokazati, da je uporaba tamponov ob upoštevanju 
navodil za uporabo varna. Celoten eksperiment smo izvajali v mikrobiološkem laboratoriju 
podjetja Tosama d.o.o., na Viru pri Domžalah. 
V našem eksperimentu smo z znano koncentracijo mikroorganizma inokulirali sterilne 
higienske tampone iz bombažnih in viskoznih vlaken. Uporabili smo mikroorganizme 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, ter Candido albicans. Izvedli smo suho 
inokulacijo, kjer smo na tampon dodali le mikroorganizem ter mokro inokulacijo, pri kateri 
smo poleg mikroorganizma k tamponu dodali tudi fiziološko raztopino in s tem preverili še 
pomembnost vodne aktivnosti pri preživetju  mikroorganizmov. 
Ugotovili smo, da je uporaba higienskih tamponov, ob ustreznem upoštevanju navodil za 
uporabo, varna. Pri vseh treh mikroorganizmih je pri suhi inokulaciji že v drugi časovni točki 
( po 7 dneh inkubacije) število CFU močno padlo. Po 14 dnevih inkubacije pa na inokuliranih 
tamponih praktično ni bilo več preživelih mikroorganizmov. 
Pri mokri inokulaciji je sprva prišlo do povečanega števila mikroorganizmov, po nadaljnji 
inkubaciji pa je število preživelih mikroorganizmov začelo upadati. Tu se je pokazalo, da 
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ima dodana voda velik vpliv na preživelost in razmnoževanje mikroorganizmov, saj lahko 
tako lažje dostopajo do hranil, ki so še prisotna na vlaknih higienskih tamponov. Zato je 
poleg pravilne uporabe tamponov pomembno tudi pravilno shranjevanje le-teh. 
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